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ÖZET 

 

KÜLTÜRE EDİLMİŞ MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE ATM, TRIM29, 

TWIST1 İFADESİNİ KONTROL EDEN MOLEKÜLER MEKANİZMALARIN 

ARAŞTIRILMASI 

 

Muzaffer DÜKEL 

 

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Kayahan FIŞKIN 

Şubat 2016, 154 sayfa 

 

Meme kanseri kadınlarda en sık rastlanan kanser türüdür. Meme kanseri toplam 

kanser vakalarının %23’ünü ve kanserin neden olduğu ölümlerin %14’ünü oluşturur. 

Kanserli hücrelerin oluşum süreci ve mekanizmaları çok komplekstir. Kanserle 

bağlantılı olan genlerin ekspresyonu ve kontrolünün nasıl sağlandığını anlamaya 

yönelik birçok çalışma yapılmaktadır. Kanserin oluşum mekanizmalarının anlaşılması 

kanser tedavisi için farklı yöntemler geliştirilmesine yardımcı olacaktır. 

 

Kanser tedavisinde günümüzde en önemli nokta erken teşhis ve çok yönlü 

tedavidir. Artık insanların gen haritaları çıkarılmakta ve gelecekteki kanser yatkınlık 

oranları test edilmektedir. Bu çalışmanın temel amacı gelecekte meme kanseri marker 

geni olmaya aday ATM’nin, tümör baskılayıcı gen olduğunu düşündüğümüz TRIM29 ve 

TWIST1 onkogeni arasındaki transkripsiyonel bağlantıların meme kanseri ve meme 

epiteli hücre gruplarında belirlenmesidir.  

 

Çalışma kapsamında ilk olarak ATM ve TRIM29 arasındaki transkripsiyonel 

ilişkinin gösterilmesi hedeflenmiştir. Bu sebeple laboratuvarda bulunan 9 farklı meme 

epiteli hücre hattında TRIM29 ekspresyonu test edilmiştir. Bu hücrelerden 7 tanesi 

meme kanseri, 1 tanesi normal meme epiteli hücresi ve 1 tanesi ölümsüz meme epiteli 

hücre hattıdır. 4 hücre hattının TRIM29 ekspresyonuna sahip olduğu belirlenmiştir. 

TRIM29 ekspresyonu 2 meme kanseri hücre hattı (SKBr3, MDA-MB-468), 1 normal 

meme epiteli hücresi (HMEC) ve kanser oluşturma yeteneği olmayan MCF-10A 

hücrelerinde tespit edilmiştir. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri çalışma 

kapsamında kültüre edilmiştir. 2 adet TRIM29 eksprese etmeyen hücre grubu (BT-549 

ve MDA-MB-231) da çalışma boyunca kontrol grubu olarak kullanılmıştır. 

 

Bu hücre gruplarından SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HMEC için 

shRNA aracılı, ATM inaktivasyonu sağlanmış hücreler elde edildi. SKBr3, MDA-MB-

468 ve HMEC hücreleri için ATM azalışını takiben TRIM29 protein ve mRNA 

ekspresyonunda azalma, TWIST1 protein ve mRNA ekspresyonunda ise artma olduğu 

tespit edildi. Daha sonra ATM tarafından kontrol edilen transkripsiyon faktörleri 

belirlendi. Bu transkripsiyon faktörleri NF-B, HIF-1α, Sp1 ve ATF’dir. SKBr3, MDA-

MB-468, MDA-MB-231 ve HMEC için NF-B ve HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış 

hücreler elde edildi. HIF-1α ekspresyonu azaltılmış hücre gruplarında TRIM29 ve 

TWIST1 ekspresyonu test edildi. NF-B inaktivasyonu sağlanmış hücre gruplarında ise 

HIF-1α ve TRIM29 ekspresyonu değişimi analiz edildi. Bu iki gendeki azalmanın 

TRIM29 protein ve mRNA ekspresyonunu azalttığı tespit edildi. Buna karşılık HIF-1α 
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inaktivasyonunu takiben TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunda artma tespit 

edildi. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu ATM inaktivasyonu sağlanmış MDA-

MB-231 hücrelerinde değişime uğramazken, TWIST1 mRNA ekspresyonu HIF-1α 

inaktivasyonu sağlanmış MDA-MB-231 hücrelerinde azaldı. Gen inaktivasyonlarının 

hedef genler üzerine etkisi RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve western-blot yöntemleri 

ile analiz edildi. 

 

HIF-1α artışının TRIM29 ekspresyonunu nasıl etkilediğini test etmek için 

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri hipoksiye maruz bırakılmıştır. Hipoksik 

koşullar altında, HIF-1α ekspresyonundaki artışı takiben TRIM29 ve TWIST 

ekspresyonu değişimi test edilmiştir. MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri hipoksiye 

maruz bırakılarak TWIST1 ekspresyonu değişimi analiz edilmiştir. TRIM29 mRNA ve 

protein ekspresyonunun hipoksik koşullarda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC 

hücrelerinde arttığı gözlenmiştir. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu hipoksik 

koşullarda TRIM29 ifade eden hücrelerde değişmediği belirlenmiştir. MDA-MB-231 ve 

BT-549 hücrelerinde ise hipoksik koşullarda TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu 

artmıştır.  

 

Hipoksik koşullarda TRIM29 ekspresyonunun arttığı anlaşılmıştır. Daha sonra 

ATM ve HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış SKBr3 ve MDA-MB-468 hücreleri hipoksiye 

maruz bırakılmış ve TRIM29 ekspresyonu değişimi analiz edilmiştir. TRIM29’un 

hipoksik koşullarda ekspresyon artışının ATM ve HIF-1α bağımlı olduğu gösterilmiştir. 

 

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücre grupları için TRIM29 ve TWIST1 

ekspresyonu azaltılmış hücreler oluşturulmuş ve genlerin etkileşimi test edilmiştir. 

TRIM29 ile TWIST1 arasında antagonist bir etkinin olduğu tespit edilmiştir. Meme 

kanseri ve meme epiteli hücrelerinde TRIM29 ekspresyonu düşüşünü takiben TWIST1 

ekspresyonu artmakta, TWIST1 ekspresyonundaki düşüş ise TRIM29 ekspresyonunu 

artırmaktadır.  
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ABSTRACT 

 

UNDERSTANDING TRANSCRIPTIONAL CONTROL MECHANISMS OF 

THE ATM, TRIM29, TWIST1 PATHWAY IN CULTURED BREAST CANCER 

CELLS 

 

Muzaffer DÜKEL 

 

PhD thesis, Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Kayahan FIŞKIN 

February 2016, 154 pages 

 

Breast cancer is the most common cancer in women. Breast cancer is accounting 

for 14% of deaths caused by cancer and 23% of total cancer cases. The formation 

process and mechanisms of the cancer cells are very complex. There are many studies to 

understand how to control and expression of genes associated with cancer. 

Understanding the mechanisms in cancer formation can help to develop different 

methods for the treatment of cancer.  

 

The most important point the treatment of cancer is early diagnosis and 

multifaceted treatment. Human gene maps have been obtaining and are being tested to 

understand for cancer predisposition rate in future. The main purpose of this study is 

that to describe transcriptional relationship between TRIM29 tumor suppressor gene, 

TWIST1 oncogene and ATM, which is a candidate to be breast cancer marker gene, in 

breast cancer and mammary epithelial cell lines. 

 

We aimed firstly to understand the transcriptional relationship between ATM 

and TRIM29. Therefore TRIM29 abundance were tested in nine different breast 

epithelial cell lines in the laboratory. Seven of these cells are breast tumor cells, one of 

these cell is non-tumorigenic mammary epithelium-derived cell and last one is human 

mammary epithelium cells. We observed that TRIM29 was only detected in the tumor 

lines SKBr3, MDA-MB-468, and non-tumorigenic mammary epithelium-derived 

(MCF-10A) and human mammary epithelium cells (HMEC). SKBr3, MDA-MB-468 

and HMEC were cultured for this study. Also we used BT-549 and MDA-MB-231 cell 

lines which do not express TRIM29 as control during study. 

 

We used shRNA mediated gene knockdown to diminish expression of ATM in 

SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 and HMEC cell lines. We measured a sharp 

decrease expression in TRIM29 protein and mRNA, unlike increasing expression in 

TWIST1 protein and mRNA fallowing ATM knockdown. Then we determined 

transcription factors controlled by the ATM. These transcription factors are NF-κB, 

HIF-1α Sp1 and ATF. We obtained SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 and HMEC 

cell lines which have diminished expression of NF-κB and HIF-1α. Then we tested 

TRIM29 and TWIST1 expression in HIF-1α knockdown cell lines. Also we analysed 

expression of HIF-1α
 
and TRIM29 in NF-κB knockdown cells. We found out that 

expression of TRIM29 mRNA and protein decreased fallowing HIF-1α and NF-κB 

knockdown unlike mRNA and protein expression of TWIST1 increased in HIF-1α 

knockdown. TWIST1 mRNA and protein expression was stable fallowing ATM 
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knockdown in MDA-MB-231 cell, on the other hand TWIST mRNA expression 

decreased in HIF-1α knockdown for same cell line. The effect of knockdown process on 

target genes were tested by RT-PCR, real time qPCR and western-blot techniques.  

 

SKBr3, MDA-MB-468 and HMEC cell lines were incubated under hypoxia to 

understand how to effect increased expression of HIF-1α on TRIM29 and TWIST1.
 

MDA-MB-231 and BT-549 cells exposed to hypoxia were analyzed TWIST1 exchange. 

We showed that, in SKBr3, MDA-MB-468 and HMEC cell lines, TRIM29 is 

upregulation in response to hypoxia and also expression of TWIST1 did not change in 

cell lines which express TRIM29 in response to hypoxia. We observed increases in 

TWIST1 mRNA and protein expression in MDA-MB-231 and BT-549 cells during 

hypoxia. 

 

We found out that TRIM29 is upragulating in response to hypoxia. Then we 

examined TRIM29 hypoxic response in ATM and HIF-1α knockdown SKBr3 and 

MDA-MB-468 cells. We showed that hypoxia inducibile expression of TRIM29 is 

ATM and HIF-1α dependent. 

 

To understand the relationship between TRIM29 and TWIST1 we constituted 

TRIM29 and TWIST knockdown SKBr3, MDA-MB-468 and HMEC cells and tested 

mRNA and protein expression for those cells. We concluded that TRIM29 and TWIST 

antogonize the activity of each other. We observed that TRIM29 knockdown results in 

upregulation of TWIST1 and knockdown of TWIST1 drives up TRIM29 expression in 

cultured breast cancer and mammary epithelial cells.  

 

KEYWORDS: Breast cancer, hypoxia, ATM, HIF-1α TRIM29 and TWIST1 
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ÖNSÖZ 

 

Bu çalışma TUBİTAK tarafından 2214-A yurt dışı doktora sırası araştırma bursu 

ile desteklenmiştir.  

 

Günümüzde kanser alanında çok sayıda çalışma yapılmaktadır. Kanser oluşumu 

çok karmaşık mekanizmaların etkileşime geçtiği bir süreçtir. Bu süreç içerisinde her 

veri çok önemlidir ve bu mekanizmaların çözülmesine katkı sağlayacaktır. Bu çalışma 

bazı meme kanseri hücrelerinde inaktif halde bulunan, bazılarında ise yüksek oranda 

ifade edilen TRIM29 proteininin transkripsiyonel kontrol yolaklarının belirlenmesi 

açısından ve bu proteinin onkogenik protein olan TWIST1 ile bağlantısının gösterilmesi 

bakımından önem teşkil etmektedir.  

 

Doktora ders süreci ve tez çalışmalarım boyunca her türlü desteğini esirgemeyen 

danışman hocam sayın Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a saygı ve şükranlarımı sunarım. 

Ayrıca doktora eğitimim boyunca her türlü desteği aldığım yüksek lisans tez 

danışmanım Doç. Dr. Ayşe Gül Mutlu GÜLMEMİŞ’e sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 

Doktora tez çalışmalarını yapmam için beni laboratuvarına davet eden Prof. Dr. Kevin 

D. BROWN’a teşekkür ederim. 

 

Halen çalışmakta olduğum Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Fen Edebiyat 

Fakültesi Biyoloji Bölüm Başkanı Doç. Dr. Deniz İNNAL’a yurt dışında tezimi 

tamamlamam için verdiği destekten dolayı teşekkür ederim.  

 

Bütün hayatım boyunca hep yanımda olan, maddi ve manevi desteğini veren 

aileme ve eşim Tatiana DÜKEL’e çok teşekkür ediyorum. Çalışmalarım sırasında bana 

manevi destek veren çalışma arkadaşlarım Yrd. Doç. Dr. Sadık ÇOĞAL, Araş. Gör. 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser kontrolsüz olarak bölünen ve büyüyen anormal hücreler ile karakterize 

olmuş bir hastalık grubudur. Normal bir hücreden kanserli bir hücreye dönüşüm süreci 

karmaşık bir süreçtir ve bu süreç kanserin oluşacağı dokuya göre farklılık gösterebilir. 

Kanserli hücreler ilk oluştukları dokudan kontrolsüz büyüme ve bölünme sonrası komşu 

dokuları işgal edebilir ki bu süreç invazyon olarak bilinir. Ayrıca kanserli hücrelerdeki 

ileri mutasyonlar bu hücrelere metastaz yeteneğini kazandırır. Metastaz özelliği kazanan 

bu hücreler kaynak dokudan kan ve lenf damarları yardımı ile uzak doku ya da 

organlara yayılabilir. Bilindiği üzere kanser bir tek etkenin etkisi ile ortaya çıkan bir 

hastalık değildir. Birçok etkenin ortaklaşa ortaya çıkardığı, karmaşık ve tedavisi zor bir 

hastalıktır. Kanser hem dışsal faktörlerin (tütün kullanımı, radyasyon, bulaşıcı 

organizmalar ve kimyasallar) hem de içsel faktörlerin (kalıtımsal mutasyonlar, 

hormonal ve bağışıklık sistemi bozuklukları) etkisi ile ortaya çıkabilir. 

 

Dünya sağlık örgütü verilerine göre kanser ekonomik olarak gelişmiş ülkelerde 

başlıca ölüm nedenidir ve Amerika Birleşik Devletleri’nde en yaygın ikinci ölüm 

nedenidir. Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı verilerine göre 2008 yılında 12,7 

milyon yeni kanser teşhisi yapılmış ve bu vakaların 7,6 milyonu ölüm ile 

sonuçlanmıştır. 2030 yılı itibariyle kanser vakalarının 21,4 milyonu aşacağı, ölüm 

vakalarının ise 13,2 olacağı tahmin edilmektedir (Center vd 2011). Meme kanseri 

akciğer kanserinden sonra en sık rastlanılan ikinci kanser türü olup, kanserin neden 

olduğu ölüm vakalarında beşinci sıradadır ve kadınlarda ölüme neden olan başlıca 

kanser türüdür (Jemal vd 2011).  

 

Bütün hastalıkların ortaya çıkış sürecinde olduğu gibi, kanserin meydana 

gelmesinde etkili risk faktörleri vardır. Meme kanseri için başlıca risk faktörleri 

cinsiyet, yaş ve kalıtımsal faktörler olarak sıralanabilir. Kadın olmak meme kanseri için 

bir risk faktörüdür. Erkeklerde de meme kanseri vakası tespit edilmiş olmasına karşın, 

bu durumun gözlenme olasılığı kadınlarda meme kanseri gözlenme olasılığına kıyasla 

çok düşük bir ihtimaldir. Yaş faktörü bütün kanser türlerinde olduğu gibi meme 

kanserinin ortaya çıkmasında etkili ikinci faktördür. Meme kanseri vakalarının %5-10 

seviyesinde kalıtımsal olduğu düşünülmektedir. Kalıtımsal meme kanseri vakalarının 

büyük çoğunluğu BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Bu genlerin yanı sıra ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11 ve 

PALB2 genlerindeki mutasyonların meme kanseri gelişiminde etkili olduğu 

bilinmektedir (Apostolou ve Fostira 2013). 

 

Düzenli ve sağlıklı beslenme alışkanlığının edinilmesi, tütün kullanımının 

durdurulması, düzenli spor yapma ve obezitenin azaltılması yolları ile kanserin neden 

olduğu acı ve ölümler azaltılabilir. Bunların yanı sıra belli aralıklarla yapılan kanser 

tarama testleri ve kansere yatkınlık miktarının belirlendiği genetik testler kanser ortaya 

çıkmadan veya erken aşamada tedavi için büyük önem taşımaktadır. Bütün kanser 

vakaları ile mücadelede erken teşhisin önemi büyüktür. Kanseri önceden bilmek ya da 

erken aşamada teşhis etmek için yeni yöntemler geliştirilmektedir. Kanser marker 

proteinleri bu amaca hizmet etmektedir. Günümüzde bütün kanser türleri için ortak ve 

ayrıca belirli kanser türlerinde baskın olarak tespit edilen marker proteinler vardır ve 

yeni marker proteinlerin belirlenmesi için yoğun çalışmalar yapılmaktadır. Kanser 
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moleküler biyolojisindeki gelişmeler ışığında, kanser marker proteinleri ile ilgili artan 

bilgiler bu proteinleri veya genleri hedef alan özel ilaçların geliştirilmesine ve çok yönlü 

kanser tedavisine büyük katkı sağlayacaktır (Raymond ve Ruddon 2007). 

 

Kanser hücreleri genellikle 2 grup gende meydana gelen mutasyonlar sonucunda 

oluşur. Bu gen grupları proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerdir. Onkogenler ya 

artan gen ekspresyonu ya da kontrolsüz olarak kodlanan proteinler aracılığı ile hücrede 

genetik değişikliğe sebep olarak anormal hücre bölünmesini uyarırlar. Tümör 

baskılayıcı genler hücre büyümesini ve bölünmesini kontrol ederek tümör gelişimini 

engeller. Çoğu tümörde, tümör baskılayıcı genler ya aktivasyonlarını kaybetmişler ya da 

inaktif hale geçmişlerdir. Bu yolla tümör hücreleri kontrolsüz olarak büyür ve çoğalırlar 

(Cooper ve Hausman 2000). 

 

Bu çalışmanın temel amacı meme kanseri marker proteini olabileceği düşünülen 

ATM proteininin, meme kanseri için tümör baskılayıcı olduğu düşünülen TRIM29 ve 

TWIST1 onkogeni arasındaki transkripsiyonel ilişkinin bazı meme kanseri ve meme 

epiteli hücresinde araştırılmasıdır. 
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2. KURAMSAL BİLGİLER ve KAYNAK TARAMALARI 

 

2.1. Meme Kanseri ve Epidemiyolojisi 

 

Meme kanseri, meme dokusunda birçok kompleks moleküler ve epigenetik 

mekanizmanın etkisi ile ortaya çıkan bir kanser türüdür. Meme kanserinde de diğer 

kanser vakalarında olduğu gibi kanser oluşumu sürecinin arkadasındaki moleküler 

mekanizmalar tam olarak çözülememiştir. 

 

Meme kanseri meydana gelme oranı popülasyon demografisi ve hayat 

standardına göre değişir. Gelişmiş ülkelerde (Avrupa, Yeni Zelanda, Kuzey Amerika ve 

Japonya) meme kanseri insidansı (67,8/100.000) geri kalmış ülkelere (Afrika, Güney 

Amerika ve Japonya hariç bütün Asya) göre (23,8/100.000) daha fazladır. Meme 

kanseri dünya çapında kadınlar için en ölümcül kanser türüdür ve kadınlarda görülen 

kanser vakalarının %30’unu meme kanseri oluşturmaktadır. Meme kanseri kadınlarda 

kanserin sebep olduğu ölümlerin %18’ini oluşturmaktadır. Her yeni yılda bir milyondan 

daha fazla yeni meme kanseri vakası tespit edilmektedir. Dünya sağlık örgütü verilerine 

göre 2008 yılından 1.383.500 yeni meme kanseri vakası meydana gelmiş ve bunlardan 

458.400’ü ölüm ile sonuçlanmıştır. Avrupa’da her yeni yıl 180.000, Amerika’da 

184.000 yeni meme kanseri vakası tespit edilmektedir (Porter 2009, Curado 2011, 

Eroğlu 2011, Jemal vd 2011, Okutur 2011).  

 

Ülkemizde de meme kanseri kadınlar arasında en sık rastlanan kanser türüdür ve 

vakalar son yıllarda artış göstermiştir. Ayrıca batı bölgelerinde meme kanseri insidansı 

(50/100.000) doğuya göre (20/100.000) 2 katından daha fazladır (Özmen 2009). Sağlık 

bakanlığı verilerine göre meme kanseri insidansı 2005 yılında 18/100.000, 2006 yılında 

37/100.000 iken 2008 yılında 41/100.000 olarak belirlenmiştir. Yine bakanlık verilerine 

göre her yıl 30.000 yeni vaka meydana gelmektedir (Okutur 2011, Kardaş 2015). 

 

 
 

Şekil 2.1. Türkiye’de kadınlar arasında en sık görülen kanser türleri ve miktarları 

(Sağlık Bakanlığı 2006)  
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2.2. Meme Kanseri Risk Faktörleri 

 

Meme kanseri için başlıca risk faktörleri yaş, cinsiyet, aile hikâyesi, yaşam tarzı 

ve çevresel faktörler olarak sınıflandırılabilir. Yaş meme kanseri için en iyi araştırılmış 

ve veri toplanmış risk faktörüdür. Kadınlarda 30 yaşından önce meme kanseri insidansı 

(25/100.000) oldukça düşüktür ancak 30 yaşından sonra 80’li yaşlara kadar bu oran 

artıp en üst rakama (500/100.000) ulaşmaktadır. 80 yaşından sonra insidans miktarı 

tekrar azalmaktadır (McPherson 2000, Singletary 2003). Erken menarj (12 yaşından 

önce) ve geç menopoz (geciken her yıl için) meme kanseri oluşma riskini artırmaktadır 

(Oldenburg vd 2007). Doğum öyküsü ve doğum yapma yaşı meme kanseri olma riskini 

etkileyen diğer bir faktördür. İlk doğumunu 30 yaşından sonra yapmış kadınlar, ilk 

doğumunu 20 yaşından önce yapmış kadınlara göre 2 kat daha fazla meme kanseri 

insidansına sahiptirler. İlk doğumunu 35 yaşından sonra yapmış kadınlar en riskli grubu 

oluştururlar ki, bu gruptaki meme kanseri insidansı hiç doğum yapmamış kadınlardan 

bile daha yüksektir (Singletary 2003). 

 

Cinsiyet meme kanseri için önemli bir risk faktörüdür, erkeklerde meme kanseri 

olabilir fakat bu oran oldukça düşüktür. Erkekler ve kadınlar meme kanseri için 

ilerlemiş yaş ve aile hikayesi gibi ortak risk faktörlerine sahiptirler. Ayrıca, meme 

kanseri insidansı son yıllarda erkeklerde de artış göstermiştir. Erkek bireylerdeki meme 

karsinomları bütün meme karsinomlarının %0,6’sını oluştururken, erkeklerde 

gözlemlenen bütün kanserlerin %1’inden daha az bir miktarını oluşturmaktadır 

(Giordano vd 2004, White vd 2011). 

 

Aile geçmişi ile ilişkili meme kanseri olma riski, çevresel ve genetik faktörlerin 

ortak etkisi sonucu ortaya çıkan kanser vakalarına oranla küçük bir miktarı temsil 

etmektedir. Aile geçmişinin kansere olan etkisi, kanser olmuş bireylerin akrabalık 

dereceleri, yaşı ve ailede kaç bireyin kansere yakalandığı ile ilgilidir (Pharoah vd 1997).  

 

Batı ülkelerinde meme kanserlerinin %10’unun aile hikâyesine dayandığı 

düşünülmektedir. İngiltere’de yapılan bir çalışmaya göre normal koşullarda meme 

kanseri olma riski %8 iken, 50 yaşından önce meme kanserine sahip bir ya da iki tane 

birinci dereceden akrabaya sahip kişilerin hayat boyu meme kanserine yakalanma 

risklerinin %12-25’e yükseldiği tespit edilmiştir (Price vd 2008). BRCA1 ve BRCA2 

genlerinde mutasyon bulunan kadınların normal kişilere göre meme kanseri olma 

olasılıkları %60-80’den daha fazladır (Ford vd 1998).  

 

Kanser oluşumu ve ilerlemesi sürecinde, yaşam tarzı ve çevresel faktörler farklı 

kanser türlerine değişik seviyelerde etki yapabilir. İsviçre, Danimarka ve Finlandiya’da 

ikizler ve kanserli bireylerin bulunduğu aileler ile yapılan çalışmalar, meme kanserinin 

%60’ından daha fazlasının çevresel etiyolojiye sahip olduğunu göstermektedir (Coyle 

2004).  
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Şekil 2.2. Meme kanseri belirtileri ve risk faktörleri (Canceravoidmid 2015) 

 

Beslenme sırasında doğal ya da kimyasal birçok karsinojene maruz kalınabilir. 

Çok pişmiş et tüketiminin meme kanseri riskini artırdığı rapor edilmiştir (Zheng vd 

1998). Ayrıca yüksek oranda doymamış yağ asitleri ile beslenmenin meme kanseri 

oluşumu ile zayıf bir bağlantısının olduğu rapor edilmiştir (Dumitrescu ve Cotarla 

2005). Östrojen ve androjen seviyesi artmış kadınlarda yüksek alkol tüketiminin meme 

kanseri olma riskini artırdığı düşünülmektedir (Singletary ve Gapstur 2001). Buna ek 

olarak erken menarj ve geç menopozun sebep olduğu artmış östrojen maruziyeti, yüksek 

kemik yoğunluğu ve obezite meme kanseri riskini artırmaktadır. Bağımsız yapılmış iki 

çalışma yüksek serbest plazma östrojen miktarının artmış meme kanseri riski ile 

bağlantılı olduğunu göstermiştir (Yue vd 2013).  

 

Meme bezlerinin uzun süreli iyonize radyasyona maruz kalması meme kanseri 

riskini artırdığı yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. Radyasyonun kanser oluşumuna 

etkisi maruz kalma süresi ve miktarına göre değişebilir (Biglia vd 2004).  
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2.3. Meme Kanseri Gelişim Süreci 

 

Kanserin gelişim süreci her kanser türü için değişik aşamalar içerebilir. Meme 

kanseri için ortaya atılmış birçok gelişim modeli vardır. Meme kanseri meme kanalları 

ya da meme loblarında oluşur. Dünya çapında meydana gelen meme kanseri vakalarının 

yaklaşık %80 oranında meme kanallarından köken aldığı düşünülmektedir (Bombonati 

ve Sgroi 2011). Vogelstein vd (1988)’in kolon kanseri gelişim modeli, meme kanseri 

için en çok kabul edilenidir. Çok aşamalı bu süreç normal hücrelerin (terminal kanal 

lobül ünitesi) hiperplazi oluşturması ile başlar ve bu olayları karsinoma in situ, invaziv 

karsinoma ve metastaz oluşumu takip eder (Wellings vd 1975). 

 

Meme kanseri hücresel başlangıcı için sporadik klonal evrim modeli ve kanser 

kök hücresi modeli olmak üzere 2 önemli hipotez değerlendirilebilir. Sporadik modele 

göre rasgele mutasyonlar herhangi bir hücrede olabilir ve üst üste mutasyonların 

meydana geldiği hücre, kanserleşerek kanserli dokuyu oluşturur. Kanser kök hücresi 

modeline göre ise sadece kanser kök hücresi kanserin başlangıcı olabilir ve mutasyonlar 

rasgele değildir (Bombonati ve Sgroi 2011). 

 

Kanser oluşumunun arkasındaki moleküler olayların tam anlamıyla ortaya 

çıkarılması çok uzun ver zorlu bir süreçtir. NF-𝜅B, STAT, TGF-β, Notch, Wnt ve IGF 

gibi proteinlerin görev aldığı gelişim sürecindeki önemli yolaklar, meme kanserinde 

yeniden düzenlenmişlerdir. Bir meme kanseri risk faktörü olan östrojen, meme kanseri 

oluşum ve gelişim sürecinde çok önemlidir. ERα ve ERβ birlikte diğer birçok sinyal 

iletim faktörüyle birlikte meme kanserinin merkezi kontrol sistemini oluşturur (Karahan 

2015). 

 

 
 

Şekil 2.3. Meme kanseri gelişim süreci modeli (Kocer 2014) 

 

2.4. Meme Kanseri Moleküler Biyolojisi 

 

Meme kanseri hücrelerindeki genomik değişiklikler; DNA amplifikasyon sayısı 

değişimleri, DNA kol kırıkları ve gen mutasyonlarıdır. Somatik hücrelerde meydana 

gelen mutasyonlar; genomik kararlılık sağlanması, hücre bölünmesi ve hücre adezyonu 

gibi görevlerde yer alan genlerin inaktivasyonu veya anormal aktivasyonuna neden 

olarak normal hücrelerin kanserli hücrelere dönüşmesine yol açar. Meme kanserindeki 

belirlenmiş genetik bozukluklar; MYC, ERBB2 ve CCDN1 onkogenlerinin 



KURAMSAL BİLGİLER ve KAYNAK TARAMALARI                   Muzaffer DÜKEL                                                                    

 

 7 

amplifikasyonu, TP53 ve CDH1 gibi tümör baskılayıcı genlerin mutasyonu ve 1, 3p, 6q, 

7q, 8p, 9p, 10q, 11, 13q, 16q, 17, 18q, 22q ve X kromozomlarındaki heterozigozite 

kaybıdır (Ingvarson 1999). 

 

2.4.1. Onkogenler 

 

Protoonkogenler normal hücre büyümesi ve bölünmesi sürecine yardımcı olan 

genlerdir. Karsinojenlerin sebep olduğu genomik mutasyonlar, protoonkogenlerin 

normal davranışlarının dışına çıkmasını sağlar ki bu durum kontrol dışı hücrelerin 

ortaya çıkmasına neden olur. Bu aşamadan sonra protoonkogenler, onkogen olarak 

isimlendirilir. Hücre bölünmesini ve büyümesini inhibe eden tümör baskılayıcı genlerin 

aksine, onkogenler hücre bölünmesini ve hücre büyümesini uyarır (Osborne vd 2004).  

 

Meme kanserlerinde yoğun olarak tanımlanmış birçok onkogen vardır. HER-2 

meme kanseri vakalarının yaklaşık %20-30’unda yüksek aktivasyon gösterir (Harari ve 

Yarden 2000). Ras ve Myc ailesine ait birçok genin meme kanserinde aşırı ekspresyonu 

gözlenmiştir. Ras ailesine ait onkogenlerin nokta mutasyonları akciğer, kolorektal ve 

pankreas kanserinde aktivasyon göstermesine rağmen ilginç bir şekilde meme 

kanserinde bu mutasyonlar yüksek oranda gözlenmez (Downward 2003). Protoonkogen 

c-Myc insan meme tümörlerinde yaygın olarak aşırı ifade edilir. c-Myc geninin aşırı 

ekspresyonunun meme kanserlerinde tümörijenik etkisi bulunmaktadır (Nass ve 

Dickson 1997). 

 

Hücre döngüsü ve bölünmesi, hücrelerde sıkı bir şekilde kontrol altındadır. 

Siklinler, siklin bağımlı kinazların düzenleyici alt üniteleridir ve siklin A, B1, C, D1, 

D2, D3 ve E olarak sınıflandırılırlar. Bu genlerin %35 oranında meme kanseri 

hücrelerinde aktivasyon artışı gösterdiği belirlenmiştir. Siklin D1 meme kanseri 

hücrelerinde en yüksek (%40-50) oranda eksprese edilen siklin çeşididir (Buckley vd 

1993, Steeg ve Zhou 1998). 

 

2.4.2. Tümör baskılayıcı genler 

 

Tümör baskılayıcı genler hücre bölünmesini kısıtlayan, DNA hasarını tamir eden 

ve hücrenin ölüm zamanına karar veren mekanizmaların kontrolünü sağlarlar. Bu 

genlerin fonksiyonlarını kaybetmesi kötü huylu (malin) tümörlerin oluşması ile 

sonuçlanır. Klasik teoriye göre tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu, tümör 

baskılayıcı genlerin bir alelinin kaybı ve diğer alelin mutasyonu sonucu ortaya çıkar 

(Oesterreich ve Fuqua 1999). Ancak günümüzde yapılan çalışmalar bu genlerdeki 

aktivasyon kaybının birçok nedeni olabileceğini göstermektedir. Foster vd (1998) 

HMEC hücreleri ile yaptıkları çalışmada p16 geninin CpG adacıklarındaki metilasyon 

sonucu inaktive olabileceğini göstermişlerdir. İnsan papilloma virüsü tarafından üretilen 

E6 onkoproteininin, p53 tümör baskılayıcı proteini yapısını bozarak inaktive edebileceği 

gösterilmiştir (Storey vd 1998). Ayrıca BRCA1 ve p53 gibi tümör baskılayıcı genlerin, 

meme kanseri hücrelerinde lokasyon kayıpları sonucu inaktivasyona uğradıkları 

belirlenmiştir (Moll vd 1992, Chen vd 1995). 

 

p53 bütün tümör baskılayıcı genler arasında en çok çalışılan gendir ve bütün 

kanserlerin %50’sinden daha fazlasında bu gen mutasyona uğramıştır. Meme 
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kanserlerinin yaklaşık %40’ında p53 geni mutasyonludur (Hollstein vd 1991, 

Oesterreich ve Fuqua 1999). Retinablastom erken çocukluk döneminde ortaya çıkan ve 

retinada malign tümör oluşumunun gözlendiği bir kanser türüdür. Rb geni 

Retinoblastomlu hastalarda tanımlanmış bir tümör baskılayıcı gendir. Meme kanseri 

hücre kültürlerinde yapılan çalışma Rb geninin %25 oranında bu hücrelerde mutasyonlu 

olduğunu göstermiştir (T’Ang vd 1988, Goodrich ve Lee 1993). Adenomatöz polipozis 

koli, APC tümör baskılayıcı genindeki mutasyon sonucu ortaya çıkan bir 

adenokarsinom çeşididir. Farklı çalışmalarda meme karsinomlarında farklı oranlarda 

APC tümör baskılayıcı geninin mutasyonlu olduğu gösterilmiştir (Thompson vd 1993, 

Kashiwaba vd 1994).  

 

BRCA1, BRCA2, BRCA3 ve PTEN meme kanseri için iyi çalışılmış tümör 

baskılayıcı genlerdir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna sahip bireylerde meme kanseri 

görünme riski yüksektir. BRCA genlerinin DNA hasarının tespiti ve apoptozisi 

tetikleme görevleri olduğu düşünülmektedir (Hallam vd 2015). BRCA3 mutasyonlarının 

meme kanseri ile ilişkili olduğu ile ilgili bazı kanıtlar vardır ancak bu gen çok iyi 

çalışılmamıştır (Oesterreich ve Fuqua 1999). PTEN geni mutasyonları Cowden 

hastalığına sahip bireylerin çocuklarında gözlenmiştir. Birçok meme kanseri hücre 

hattında bu gen mutasyonu tespit edilmiştir (Freihoff vd 1999). 

 

Çizelge 2.1. Meme kanseri ile ilişkili yatkınlık genleri ve bu genlerdeki mutasyonların 

hayat boyu oluşturabilecekleri kanser riskleri (Apostolou ve Fostira 2013) 

 

Gen ve Konum Kanser Türü Hayat Boyu 

Risk (%) 

BRCA1-17q12-21 Kadın meme kanseri, ovaryum kanseri 40-80 

BRCA2-13q12-13 Meme kanseri (erkek ve kadın), ovaryum, 

prostat ve pankreas kanseri 

20-85 

TP53-17q13.1 Meme kanseri, sarkomlar, lösemi, beyin 

tümörleri, adrenokortikal karsinom, akciğer 

kanseri 

56-90 

PTEN-10q23.3 Meme ve endometriyal kanser 25-50 

STK11-19p13,3 Meme, ovaryum, rahim ağzı, rahim, testis, 

bağırsak ve kolon karsinomları 

32-54 

CDH1-16q22.1 Kalıtımsal diffüz mide kanseri, lobüler meme 

ve kolorektal kanser 

60 

ATM-11q22.3 Meme ve ovaryum kanserleri 15-20 

CHEK2-22q12.1 Meme, kolorektal, yumurtalık ve bağırsak 

kanserleri 

25-37 

PALB2-16p12.1 Meme, pankreas, ovaryum kanserleri ve erkek 

meme kanseri 

20-40 

 

ATM bu tez çalışmasının başlangıç noktasını oluşturmuş, BRCA1, p53 ve CHK2 

gibi tümör baskılayıcı genlerin aktivasyonunda rol alan bir protein kinazdır. 
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2.5. Ataksi-Telanjiektazili ve ATM Geni 

 

ATM, Ataksi-Telanjiektazili insanlarda mutasyona uğramış bir genin ürünü 

olup, DNA hasarına yanıt olarak oluşan bir protein kinazdır (Shiloh 2003). Otozomal 

resesif ve nörodejeneratif bir hastalık olan Ataksi-Telanjiektazili fonksiyonel ATM 

proteini eksikliğiyle karakterizedir ve erken çocukluk döneminde belirtileri oraya çıkar 

(McKinnon 2004, Kiragawa ve Kastan 2005). A-T’li hastalarda meydana gelmiş 

300’den fazla farklı ATM geni mutasyonu belirlenmiştir ve bu mutasyonlar ATM 

proteininin olgunlaşmadan parçalanması ile sonuçlanır (Khanna vd 2001). Bu hastalığın 

gözlemlendiği bireylerde erken yaşlanma, immün yetmezliği, kromozomal kararsızlık, 

serebellar dejenerasyon ve yüksek oranda lenfoma gözlemlenir. A-T hastalarından elde 

edilen hücre kültürleri ile yapılan çalışmalarda bu hücre gruplarının iyonize radyasyona 

karşı aşırı hassas olduğu ve meydana gelen DNA çift kol kırıklarını onaramadığı tespit 

edilmiştir (Crawford 1998, Shiloh ve Kastan 2001).  

 

ATM geni 11. kromozomda bulunmaktadır ve 9168 nükleotidlik ORF bölgesi 

içermektedir. ATM geni 150 kb DNA üzerine yayılmış 66 ekson bölgesi içermektedir, 

370 kDa büyüklüğünde bir proteini kodlar ve bu protein 3056 amino asit içermektedir. 

A-T hastalarında ki tespit edilmiş farklı mutasyonlar, ATM proteini kodlayan bütün bir 

genin çok farklı bölgelerinde tanımlanmışlardır. Bu mutasyonların çoğunluğunu geniş 

delesyonlar ve fonksiyonel olarak inaktif proteinlerin oluşmasına sebep olan nokta 

mutasyonları oluşturur (Platzer vd 1997).  

 

2.5.1. ATM meme kanseri ilişkisi 

 

A-T’li bireylerin normal popülasyona kıyasla kansere yakalanma risklerinin 

daha yüksek olduğu ilk olarak Swift vd (1991) tarafından yapılan çalışma ile 

gösterilmiştir. Daha sonra yapılan diğer birçok çalışma bu çalışmayı destekler nitelikte 

olmuştur ve analizler A-T hastalarında en sık gözlenen kanser türünün meme kanseri 

olduğunu göstermektedir (Morrell vd 1986, Swift vd 1991, Angele ve Hall 1999, 

Ahmed ve Rahman 2006). ATM inaktif hücreler yüksek oranda genomik kararsızlık 

gösterirler. İnsan ve farelerdeki ATM inaktif soylarla yapılan araştırmalar, artmış kanser 

yatkınlığını işaret etmektedir. Epidemiyolojik çalışmalar ATM tümör baskılayıcı geni ile 

meme kanseri riski arasındaki bağlantıyı işaret etmektedir. A-T’li dişi heterozigot 

bireylerle yapılan çalışmalar, ATM mutasyonunun meme kanseri riskini 2 ile 5 kat 

arttırdığını göstermiştir (Thompson vd 2005, Renwick vd 2006). Bu nedenlerden dolayı 

ATM geniş oranda kabul edilen tümör baskılayıcı bir gendir. Ancak ATM proteininin 

meme kanserinin baskılanmasındaki fonksiyonunu tam olarak nasıl gerçekleştirdiği net 

değildir. 

 

2.5.2. ATM proteini ve diğer PIKK üyeleri 

 

ATM proteini COOH uç bölgesine sahiptir ve bu yapı ATM’yi yüksek 

organizasyonlu memeli canlılardan, tek hücreli organizmalara kadar korunmuş olan bir 

protein kinaz ailesi üyesi yapmaktadır (Banin vd 1998, Chaturvedi vd 1999). Bu protein 

ailesinin üyeleri özel bir yağ kinaz motifi içeren, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ailesi 

üyeleri ile benzerlik gösterir ve fosfatidilinositol 3-kinaz ile ilişkili kinazlar (PIKKs) 

olarak isimlendirilirler. PIKK ailesinin ATM dışındaki üyeleri; ATR, DNA-PKcs, 



KURAMSAL BİLGİLER ve KAYNAK TARAMALARI                   Muzaffer DÜKEL                                                                    

 

 10 

mTOR, SMG-1 ve TRRAP’tır (Lempiainen ve Halazonetis 2009). Bu protein ailesinin 

üyeleri aktif durumda iken oluşan strese karşı hücresel yanıtı organize ederler. ATM, 

ATR ve DNA-PKcs, DNA hasarına karşı oluşan hücresel yanıtın yönetilmesinde görev 

almaktadır (Durocher ve Jackson 2001). mTOR hücre büyümesinde, hücrenin besin 

ihtiyacı, enerji dönüşümlerine ve çevresel strese karşı oluşan cevapların kontrolünde 

görev alır (Wullschleger vd 2006). SMG-1 kısmen zararlı ve kullanılmayan proteinlerin 

kodlanmasında görev alan mRNA fazlalığının oluşmasını önleyen mekanizma 

içerisinde yer alır (Yamashita vd 2005). TRRAP proteini ATM ile yüksek benzerlik 

göstermektedir ve transkripsiyonel adaptör protein olarak görev yaptığı 

düşünülmektedir (McMahon vd 1998). 

 

2.5.3. ATM aktivasyonu ve bunu takip eden yolaklar 

 

Hücresel DNA’da sürekli olarak çeşitli nedenler ile hasar meydana gelir. 

Meydana gelen bu hasar; tamir mekanizmalarını, hücre döngüsü kontrol noktalarını ve 

hücre ölümünü düzenleyen sinyal yollarını aktive eder (Banin vd 1998). ATM proteini 

normal hücrelerde dimer veya multimer şeklinde inaktif haldedir. Çevresel uyaranlar ile 

hücrede bir zarar oluşur ise ATM aktif hale gelir. ATM aktivasyonu ile ilgili farklı 

genotoksik ajanların farklı etkilerinin olduğu düşünülmektedir. Bakkenist ve Kastan 

(2003) hücrelerin IR’ye maruz bırakılmasını takiben ATM proteininin kendi kendini 

fosforilleyerek aktive olduğunu tespit etmişlerdir. Bu fosforillenme işlemi sırasında 

dimer haldeki ATM molekülünün kinaz bölgesi diğer ATM proteininin 1981. serin 

amino asidini fosforiller ve kompleks ayrılır (Bakkenist ve Kastan 2003). 

 

ATM aktivasyonu için diğer bir yol Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN) kompleks 

proteininin varlığıdır ki, birçok çalışma DNA hasarı sonrası ATM aktivasyonu için 

MRN proteininin gerekli olduğunu göstermektedir. MRN kompleksi Mre11, Rad50 ve 

Nbs1(p95) proteinlerinden oluşur (Trujillo vd 1998, Lee ve Paull 2005, Lee ve Paull 

2007). Nbs1 alt biriminin DNA hasar yanıtı ve hücre bölünmesi kontrol noktalarının 

düzenlenmesinde ATM proteinini aktive eden birim olduğu birçok çalışmada 

gösterilmiştir (Lim vd 2000, Buscemi vd 2001, Girard vd 2002). Hücresel DNA 

hasarına birçok çevresel etki yol açmakla birlikte diğer DNA hasarı nedeni oksitatif 

strestir. Hücrelerdeki ROS (reaktif oksijen türleri) miktarı artıp DNA hasarı meydana 

geldiği zaman ATM proteini aktifleşir ve bu protein DNA hasar yanıtını başlatır (Guo 

vd 2010). 

 

Hücresel genotoksik stres dışında; hipoksi, yüksek tuz konsantrasyonu ve 

HDAC (histon deasetilaz) inhibitörlerinin de ATM proteini aktivasyonu sağladığı 

bilinmektedir. Hipoksik koşullar altında ATM’nin 1981. serin amino asidi fosforillenir 

ve aktif hale gelen ATM, Chk2’yi fosforiller. Bu olayları birçok aşağı yönlü sinyal 

iletim yolağının işlev görmesi takip eder (Shiloh ve Ziv 2013). 

 

Günümüzde yapılan diğer çalışmalar düşündürmektedir ki; ATM çok yönlü bir 

proteindir ve sadece DNA hasarına oluşturulan yanıtta değil, hücre homeostazisini 

sağlamak içinde görev almaktadır. Ancak ATM ile ilgili yapılmış çoğu çalışma bu 

proteinin DNA çift kol kırıklarına karşı oluşturduğu yanıt ile ilgilidir. DNA hasarı nasıl 

ortaya çıkarsa çıksın, bu durum ATM proteininin bir dizi hücresel cevabı oluşturmak 

üzere aktive olmasını sağlar. Aktif ATM; p53, Chk2, BRCA1, RPAp34, H2AX, SMC1, 
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FANCD2, Rad17 ve Artemis’in de içinde bulunduğu hücre döngüsü kontrol 

noktalarında, DNA hasarının tamirinde ve apoptotik yanıtta görev alan birçok proteini 

fosforiller (Lee ve Paull 2007, Shiloh ve Ziv 2013).  

 

 
 

Şekil 2.4. ATM aktivasyonu ve aktif ATM’nin etkileşim sağladığı sinyal iletim 

yolakları (Zhou ve Bartek 2004) 

 

Yukarıdaki şekilde görüldüğü gibi ATM birçok protein ve transkripsiyon faktörü 

ile ilişkilidir. ATF2 (Bhoumik vd 2005), HIF-1α (Cam vd. 2010), NF-κB (Rosato vd 

2009) ve Sp1 (Beishline vd. 2012) ATM tarafından çeşitli hücresel stres durumunda 

aktive edilen transkripsiyon faktörleridir. Bu tez kapsamında çalışılan ve ATM hedefi 

olan iki önemli yolak üzerinde durulacaktır. Bu proteinler HIF-1α ve NF-κB’dir. 

 

2.6. NF-κB Proteini ve ATM/NF-κB İlişkisi 

 

Ökaryot hücrelerdeki Rel/NF-κB ailesine ait transkripsiyon faktörleri yapısal 

olarak birbiriyle ilişkili proteinlerden oluşur. Rel/NF-κB transkripsiyon faktörleri 

yapısına katılan proteinler p50/p105, p52/p100, RelA(p65), c-Rel ve RelB’dir. Bu 

proteinler bir araya gelerek homodimer ya da heterodimer yapıdaki Rel/NF-κB 

transkripsiyon faktörlerini oluştururlar. En yaygın Rel/NF-κB transkripsiyon kompleksi 

RelA(p65)-p50’den oluşan heterodimer yapıdır ve özel olarak NF-κB olarak adlandırılır 

(Pahl 1999). 
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Şekil 2.5. ATM/NF-B sinyal yolağı (Ditch ve Paull 2011) 

 

NF-B hücre göçü, apoptozis, doğuştan gelen ve sonradan kazanılan bağışıklık, 

hücrenin hayatta kalması, metastaz ve anjiyogenez olaylarının kontrolünden sorumlu 

genlerin düzenlenmesinde görev alan bir transkripsiyon faktörüdür. NF-B apoptozisi 

düzenler ve bu yüzden yeni kanser ilaçları geliştirmek için hedeftir. İnaktif haldeki NF-

B sitoplâzmaya yerleşir ve IB proteinine bağlı halde bulunur. IKK olarak bilinen bir 

kompleks protein, IB proteinini fosforilleyerek ubikitin bağımlı yıkımını uyarır ve 

böylece NF-B serbest kalıp nükleusa girerek hedef genlerin transkripsiyonunu uyarır 

(Karin ve Ben-Neriah 2000, Wu vd 2006). IKK kompleksi 2 katalik ve 1 düzenleyici alt 

birimden oluşur. Katalitik alt birimler IKKα (aynı zamanda IKK1 olarak da adlandırılır) 

ve IKKβ (aynı zamanda IKK2 olarak da adlandırılır)’dır. Düzenleyici alt birim ise 

NEMO (aynı zamanda IKKγ olarak da adlandırılır)’dur. RelA alt birimi NF-B 

kompleksinin DNA’ya bağlanma bölgesidir (Cogswell vd 2000). 

 

Birçok dışsal faktörün NF-κB aktivasyonunu uyardığı gösterilmiştir. Bu 

faktörler arasında genotoksik stres, oksitatif stres, ısı şoku, etil alkol maruziyeti ve 

elektrik ile uyarılma yer almaktadır (Wuerzberger-Davis vd 2007). İyonize radyasyon 

ve topoizomeraz hedef alan ilaçlar gibi genotoksik strese neden olan durumlarda 

IKK/NF-κB yolağının aktif hale gelmesinin, ATM kinaz aktivasyonuna bağlı olduğu 

gösterilmiştir (Miyamoto 2011). IKK ve nükleer protein kinaz ATM çok yönlü DNA 

hasarı tarafından indüklenen NF-B aktivasyonu için önemlidir (Wu vd. 2010).  

 

Li vd (2001) yaptıkları çalışmada IR’nin neden olduğu DNA çift kol kırıklarına 

yanıtta NF-B aktivasyonu için ATM gerekliliğini göstermişlerdir. Ancak daha ileri 

çalışmalar göstermiştir ki, genotoksik stres aracılı NF-B aktivasyonu için, ATM 
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aktivasyonu sağlanmış olsa dahi NEMO alt birimi gereklidir (Wuerzberger-Davis vd 

2007).  

 

Oksitatif strese neden olan ilaçlarla yapılan deneylerde, oksitatif strese yanıt 

olarak oluşan NF-κB aktivasyonu için ATM-NEMO bağlantısı gerektiği gösterilmiştir. 

NEMO ya da ATM ekspresyonu azaltılmış gruplarda, NF-κB aktivasyonu düşüşüne 

bağlı hücre ölümlerinde artış olduğu gözlenmiştir (Rosato vd 2009). 

 

2.6.1. NF-𝜿B meme kanseri ilişkisi 

 

Yukarıda da bahsedildiği üzere NF-B hücre göçü ve hücre bölünmesinin 

düzenlenmesinde görev almaktadır. Brantley vd (2001) yaptıkları çalışmada fare meme 

epiteli gelişiminin NF-B tarafından düzenlendiğini göstermişlerdir. Cao vd (2001) 

fareler ile yaptıkları çalışmada meme bezi gelişimi ve süt üretimi için IKK α  altı 

biriminin gerekli olduğunu göstermişlerdir. Yine Cao vd (2003) genetik olarak 

rekombine edilmiş farelerle yapılan çalışmasında, NF-B’nin meme bezi gibi birçok 

dokunun gelişiminde önemli olduğunu göstermişlerdir.  

 

Sovak vd (1997) yaptıkları çalışmada MCF-7 ve 578T meme kanseri 

hücrelerinin yüksek oranda nükleer NF-B ekspresyonuna sahip olduğunu ve bu 

hücrelerde NF-B’nin doğrudan inhibisyonunun apoptozisi uyardığını ifade etmektedir. 

Ayrıca birincil fare meme tümörlerinde, normal fare meme bezi hücrelerindekine 

kıyasla yüksek oranda NF-B aktivasyonu olduğunu tespit etmişlerdir. Bu sebeple 

anormal nükleer NF-B ekspresyonunun meme kanseri ile ilişkili olduğunu ifade 

etmişlerdir. 

 

Cogswell vd (2000) MCF-7, T47-D, MDA-MB-231, SKBr3 ve BT-474 insan 

meme kanseri hücre hatları ile yaptıkları çalışmada, bu hücrelerde NF-B alt ünitesi 

p65/RelA aktivitesinin ve DNA bağlanma oranlarının yüksek olduğunu bildirmişlerdir. 

Ayrıca meme kanseri hastalarından elde edilmiş primer hücre hatlarının yüksek NF-B 

aktivasyonuna sahip olduğunu göstermişlerdir. 

 

Kim vd (2000) NF-B/Rel’in insan meme kanserinde anormal şekilde aktif 

olduğunu, bunun tümör hücrelerinin hayatta kalması ve hücre bölünmesini organize 

ettiğini göstermişlerdir. Dişi Sprague-Dawley (S-D) farelerinde yaptıkları çalışmada 

DMBA uygulaması yapılmış farelerde malignant tümör oluşumunun 7-9 haftadan, 3 

haftaya düştüğünü ve farelerin %40’ının meme bezlerindeki hücrelerin nükleer NF-

B/Rel miktarının arttığını belirlemişlerdir. Ayrıca malin özelliği olmayan MCF-10F 

hücrelerinin DMBA ve Benzopiren müdahalesi sonrası malin transformasyona uğradığı 

ve NF-B aktivasyonunun 4-12 kat arttığını göstermişlerdir. 

 

Biswas vd (2004) NF-B’nin çoğunlukla ER- ve ErbB2+ tümörlerde, ER+ 

tümörlere kıyasla daha yoğun bir şekilde aktif olduğunu belirtmişlerdir. Aynı çalışmada 

SKBr3 meme kanseri hücrelerinde NF-B inhibisyonunun Heregulin aracılı hücre 

bölünmesini engellediğini ve hücrelerin apoptozise uğradığını göstermişlerdir. 
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Connelly vd (2011) meme tümörü geliştirmiş fare modellerinde yaptıkları 

çalışmada, meme tümörlü farelere NF-B inhibisyonu sağlayan ilaçlar verildiği zaman 

tümör gelişim sürecinin uzadığı ve tümör boyutlarının küçüldüğünü gözlemlemişlerdir. 

 

Yapılan çalışmalar göstermektedir ki, NF-B meme kanseri için önemli bir 

hedef proteindir ve bu proteinin bağlantı kurduğu yolakların anlaşılması önem teşkil 

etmektedir. ATM aracılı NF-B aktivasyonu iyi şekilde çalışılmış ve gösterilmiştir. 

Bizim çalışmamız kapsamında ATM/NF-B üzerine ayrıca bir çalışma yapılmamıştır. 

Hem NF-B/HIF-1α bağlantısı hem de NF-B/TRIM29 bağlantısı incelenmiştir. Bu 

proteinin meme kanserinde ki ifadesinin yüksek olması nedeniyle, çalışma kapsamında 

araştırılan TRIM29 bağlantısının anlaşılması önemlidir.  

 

2.7. Kanser ve Hipoksi  

 

Birçok kanser solid tümör içerir ve hızlı genişleme evresinde kan damarlarının 

olmadığı alanlara doğru büyüme olursa, bu durum hipoksik bölgelerin oluşmasına 

neden olur. Tümörler bu durumu anjiyogenik faktörlerin yardımı ile damar gelişimini 

uyararak çözerler. Ancak oksijen temini için uyarılan damar gelişimlerindeki 

anormallikler akut hipoksiye neden olur (Burroughs vd 2013). Kısacası hipoksi oksijen 

tüketimi ve varlığı arasındaki dengesizlikten dolayı ortaya çıkar ve tümörlerin normal 

oksijen tüketiminden daha düşük seviyede oksijen varlığını ifade etmektedir. 

Araştırmalar solid tümörlerin %50-60’lık kısmının, bütün tümör kitlesi içerisinde 

heterojen olarak yayılmış hipoksik dokular olabileceğini göstermektedir (Vaupel ve 

Mayer 2007). 

 

Zhong vd (1999) değişmiş glikoz metabolizması ve hipoksiye hücresel 

adaptasyonun, kanser tedavisi ve biyolojisinin temeli olduğunu belirtmektedir. Bu tezini 

4 durumun desteklediğini ileri sürmektedir. İlk olarak kanser hücrelerinin klonal 

genişlemesi için gelişmiş glikoz transportu ve glikolizin gerekli olması. İkincisi 

tümörlerin anjiyogenez olmaksızın büyüyememeleri ve çoğu kanser vakasında hasta 

hayatta kalma süresinin damar gelişimi düzeyi ile yakından ilişkili olması. Üçüncüsü 

kanserde invazyon olasılığı, metastaz ve kanserin sebep olduğu ölümün tümör 

içerisindeki hipoksi ile bağlantılı olması. Son olarak ise tümör hipoksisinin kemoterapi, 

immünoterapi ve radyoterapiye dirençle ilişkili olmasıdır. 

 

Zhong ve arkadaşları tarafımdan otaya atılan bu tezi daha açarsak ilk olarak 

Warburg etkisi ile ilgili bilgi vermek gerekmektedir. 1924 yılında Warburg kanser 

hücrelerinin normal hücrelerdekinden daha farklı bir glikoz metabolizmasına sahip 

olduğu gözlemledi. Bu gözlemin temelinde çoğu dokuda gerçekleşenin aksine, kanserli 

hücrelerin ortamda oksijen olsa bile glikozu laktoza fermente etmesi vardı. Warburg bu 

olayın kanserli hücrelerin mitokondrilerindeki bozukluklardan meydana geldiğini 

düşünüyordu ancak bu olayın kanser hücrelerinin önemli biz özelliği olduğu sonradan 

yapılan çalışmalar ile gösterildi (Warburg 1930, Heiden vd 2009). 

 

Sürekli olarak büyüyen tümörler oksijen ve besin ihtiyaçlarının karşılanması için 

kan damarları gelişimini uyarırlar. Bu durum anjiyogenezis olarak bilinir ve tümör 

gelişimi için çok önemli bir süreçtir. Ancak tümörlerin aşırı ve damarların bulunduğu 

bölgenin dışına doğru büyümesi hipoksiyi arttırır. Hipoksi ve anjiyogenezis 
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bağlantısındaki kilit rolü HIF-1 proteini üstlenmektedir. HIF-1 hipoksik yanıtın 

oluşmasında kontrol merkezidir ve HIF-1 hedef genleri anjiyogenez düzenlenmesinde 

görev alır. Bu nedenle hipoksi tarafından uyarılan anjiyogenezis, kanser tedavisi için 

cazip bir hedef halini almıştır (Liao ve Johnson 2007). 

 

Metastaz oluşumu kanserin neden olduğu ölümlerin büyük bir çoğunluğunun 

nedenidir ve arkasındaki mekanizma ile ilgili bilgiler çok kısıtlıdır. Yapılan son 

çalışmalar metastaz sırasında transkribe olan genlerin kontrolünde, HIF-1’in 

fonksiyonel olarak görev aldığını işaret etmektedir (Gort vd 2008). Yaygın olarak tümör 

hipoksisinin potansiyel terepatik bir problem olduğu düşünülür, bunun sebebi 

hipoksinin solid tümörleri iyonize radyasyona ve kemoterapi ilaçlarına karşı daha 

dayanıklı hale getirmesidir. Hipoksi tümörlerin radyoterapiye ve kemoterapi ilaçlarına 

direncini, tümör hücrelerindeki genomik ve proteomik değişiklikleri uyararak yapar. 

Örneğin DNA tamir enzimlerinin miktarının arttırılması, HSP27 ve HSP70 gibi ısı şok 

proteinlerinin transkripsiyonunun uyarılması hipoksik tümörleri radyoterapiye karşı 

daha dirençli hale getirmektedir. Kan akışının zayıf olması kemoterapi ilaçlarının 

hipoksik tümörlerde etkinliğini düşürmektedir ve ayrıca bazı kemoterapik ilaçların etki 

mekanizmaları oksijen varlığına bağımlıdır (Harrison ve Blackwell 2004). 

 

2.7.1. HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1) 

 

HIF-1 anjiyogenezis, oksijen transferi, demir metabolizması, glikoliz, büyüme 

faktörü sinyalleri, apoptozis, invazyon ve metastaz süreçlerinde görev alan hipoksi 

hedef genlerini aktive eden çok iyi tanımlanmış bir transkripsiyon faktörüdür (Bardos 

ve Ashcroft 2005). HIF-1 tümör hücrelerinin hipoksiye karşı adaptasyonunda önemli bir 

rol oynar ve 100’den daha fazla genin hipoksi sırasında transkripsiyonunu kontrol eder. 

Ayrıca HIF-1’in diğer proteinler ile etkileşime girerek hem kendi aktivasyonunu hem de 

başka proteinlerin stabilizasyonunu etkilediği düşünülmektedir (Liu vd 2012b). 

 

Aktif HIF-1, HIF-1α ve HIF-1β (aynı zamanda ARNT olarak da bilinir) alt 

ünitelerinden oluşmuş heterodimer yapıda bir proteindir. HIF-1α 826 amino asit, HIF-

1β ise 789 amino asit içeren büyük proteinlerdir. İki alt ünitede bHLH (basic-helix-

loop-helix) transkripsiyon ailesinin üyesidir. Basic alt birimi DNA bağlanma bölgesi 

barındırır. HLH bölgesi ise iki proteinin dimerleşmesi için bağlantı bölgesi olarak görev 

alır. Her iki protein ayrıca PAS adı verilen özel bir bölge daha içerir ve bu bölge ise 

proteinin tanımlanmasında kullanılır. HIF-1α geni 14. kromozom üzerinde yer alırken, 

HIF-1β 1. kromozom üzerinde bulunur ve bu protein alt birimleri insan, rat ve farede 

%90 oranında homoloji gösterir. Ayrıca HIF-1α oksijen bağımlı yıkım bölgesi 

içermektedir (ODD) ve bu bölge mükemmel bir şekilde oksijen varlığı ile kontrol edilir 

(Dery vd 2005). 

 

HIF-1β kurucu alt ünitesi hücrede süreklidir ve hem mRNA hem de protein 

sentezi oksijen seviyesi dikkate alınmaksızın devam eder. HIF-1α proteini normal 

koşullarda devamlı olarak sentezlenir ancak ömrü çok kısadır (5 dakikadan daha az). 

Ortamda yeterli oksijen bulunduğu zaman HIF-1α proteazom aracılığıyla parçalanır ve 

hücre normoksi halindeyken HIF-1α proteini belirlenemez seviyededir. Hipoksi halinde 

HIF-1α parçalanması engellenir ve HIF-1β ile dimer oluşturarak aktif HIF-1 

kompleksini oluşturur. HIF-1 kompleksi nükleusa geçer ve hedef genlerin 
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transkripsiyonunu uyarmak için çok iyi tanımlanmış HRE bölgesine bağlanır (Ke ve 

Costa 2006). 

 

Yukarıda da bahsedildiği üzere HIF-1α alt ünitesinin kontrolü protein 

seviyesinde O2 (oksijen) bağımlı olarak kontrol edilir. HIF-1α barındırdığı ODD bölgesi 

çok sayıda prolil rezidüsü içermektedir. Bu bölgeler prolil hidroksilaz enzimleri 

tarafından tanınır ve normoksi durumunda hidroksillenir. Hidroksillenmiş HIF-1α, 

pVHL ve E3 ubikitin ligaz kompleksi tarafından tanınır. Bu olayı HIF-1α’nın 

proteozomlarda yıkımı takip eder (Dery vd 2005). 

 

HIF-1α ve HIF-1β (ARNT) proteinlerinin yapısal ve fonksiyonel olarak 

benzerlik gösterdikleri izoformlarıda tanımlanmıştır. Bu izoformlar HIF-2α ve HIF-3α, 

ARNT2 ve ARNT3’tür. HIF-2α aynı zamanda EPAS-1 (endoteliyal PAS protein-1) 

olarak da bilinir ve hipoksi durumunda upregüle olur. Ayrıca amino asit içeriğinin 

%48’i HIF-1α ile homoloji göstermektedir. HIF-2α, HIF-1β izoformu ARNT2 ile dimer 

oluşturur ve HRE’ye bağlanarak hedef genlerin transkripsiyonunu HIF-1α ile benzer 

şekilde uyarır. Yapısal ve fonksiyonel olarak paylaştıkları ortak özelliklerin yanı sıra, 

epiteliyal hücrelerde HIF-1α, endoteliyal hücrelerde ise HIF-2α’nın daha baskın olduğu 

düşünülmektedir. HIF-3α izoformu ise diğer izoformları kadar iyi çalışılmamıştır. 

Ancak çalışma prensibinin HIF-1α ile benzer olduğu ve akciğer alveolü hücreleri gibi 

bazı hücre gruplarında daha yoğun olarak bulunduğu bilinmektedir (Bardos ve Ashcroft 

2005, Ke ve Costa 2006, Li vd 2006). 

 

2.7.2. ATM Proteininin HIF-1α bağlantısı 

 

ATM, HIF-1α bağlantısı ile ilgili literatürde farklı bilgiler bulunmaktadır ve 

sınırlı sayıda çalışma yapılmıştır.  

 

Cam vd (2010) hipoksi sırasında ATM proteininin HIF-1α’yı fosforilleyerek 

aktive ettiğini ve bunun mTORC1 sinyalini baskıladığını bildirmişlerdir. mTORC1 

kompleksi hipoksi gibi hücrede stres oluşturan durumlarda, hücre büyümesini ve 

metabolizmasını kontrol eder. Yapılan bu çalışmada A-T’li hastalardan elde edilen 

hücreler ve ATM-/- farelerin fibroblast hücrelerine hipoksi uygulandığı zaman, HIF-1α 

aktivasyonunun gerçekleşmediği gösterilmiştir. Bunu takiben hipoksi sırasında 

aktivasyonu azalan mTORC1’in, ATM inaktif hücrelerde normal aktivasyonuna devam 

ettiği gösterilmiştir. 

 

Diğer bir çalışmada Ousset vd (2010) A-T’li hastalardan elde ettikleri farklı 

hücre gruplarının hipoksi sırasındaki HIF-1α değişim miktarlarını test etmişlerdir. A-

T’li bireylerden elde edilen hücrelerinin yanı sıra, ATM inaktivasyonu sağladıkları 

HeLa hücreleri kullanılmıştır. ATM inaktif hücrelere hipoksi uygulandığı zaman, 

kontrol gruplarına kıyasla HIF-1α protein miktarının ATM inaktif hücrelerde daha çok 

arttığını bildirmişlerdir. Yine ATM inaktivasyonu gerçekleştirilmiş HeLA hücrelerinde 

hipoksi süresince daha yoğun HIF-1α upregülasyonu belirlemişlerdir. ATM aktivasyonu 

bulunan hücrelerin hipoksi sırasında HIF-1α miktar artışının, ATM inaktif hücrelerde 

gerçekleşen HIF-1α artışına kıyasla daha az olduğu gösterilmiştir. 
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Yapılan iki çalışmada elde edilen sonuçlar ATM/HIF-1α bağlantısı ile ilgili net 

bir bilgi sunmamaktadır. Biz çalışmamız boyunca meme kanseri ve meme epiteli 

hücrelerinde hipoksi sırasında ATM/HIF-1α bağlantısını yeniden çalıştık. Bu bakımdan 

çalışmamızın literatürdeki bu çelişkiyi gidereceğini düşünmekteyiz. 

 

 
 

Şekil 2.6. ATM/HIF-1α bağlantısı ve normoksi hipoksi durumunda HIF-1α regülasyonu 

(Forristal vd 2015) 

 

2.7.3. NF-𝜿B Proteininin HIF-1α bağlantısı 

 

Hipoksik koşullar altında HIF-1α aktivasyonu için bazal seviyede NF-B 

aktivitesi gerekli olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir. 

 

Koong vd (1994) memeli hücrelerinin düşük oksijene (%0,02 O2) maruz 

bırakıldıklarında IκBα parçalanmasının artmasına bağlı NF-B aktivasyonunun arttığını 

ve takibinde NF-B hedef genlerinin ifadelerinin yükseldiğini belirtmişlerdir. 

 

Belaiba vd (2007) pulmoner arteri yumuşak kas hücrelerinde yaptıkları 

çalışmada, hipoksik koşullar altında NF-B’nin nükleer translokasyonunun arttığını ve 

bunun HIF-1α mRNA transkripsiyonunu arttırdığını ayrıca NF-B inaktivasyonunun ise 

hipoksik koşullarda HIF-1α transkripsiyonunu durdurduğunu göstermişlerdir. 

 

Rius vd (2008) IKK-β-/- farelerden elde ettikleri farklı hücre tiplerinde NF-B 

aktivasyonunun HIF-1α transkripsiyonel aktivitesi için gerekli olduğunu belirtmişlerdir. 

Aynı farelerin hipoksik koşullarda bekletilmesi sonucu karaciğer ve beyin hücreleri ile 

hipoksik hücrelerde bazal NF-B aktivasyonunun HIF-1α protein akümülasyonu için 
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gerekli olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca IKK-β eksikliğinde, HIF-1α hedef genlerinin 

ekspresyonunun yetersiz olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Uden vd (2008) siRNA aracılı NF-B inaktivasyonunu takiben bazal HIF-1α 

mRNA seviyesinin azaldığını ve bazal HIF-1α ekspresyonu için NF-B gerekliliğini 

belirtmişlerdir. Ayrıca TNF-α aracılı NF-B aktivasyonunu takiben HIF-1α mRNA, 

protein ve aktivite miktarının arttığını göstermişlerdir. 

 

Literatürde NF-B/HIF-1α bağlantısı açık şekilde belirtilmiştir. Bizim 

çalışmamızda bu bağlantıyı meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde çalıştık. Ayrıca 

bu iki transkripsiyon faktörünün TRIM29 geni üzerindeki etkileri araştırıldı. 

 

2.8. TRIM29 (Tripartite motif-containing 29) 

 

Tripartite motif-containing 29 (TRIM29), aynı zamanda Ataksi-Telanjiektazili 

grup D tamamlayıcı geni (ATDC) olarak da bilinir, 11. kromozom üzerinde bulunur ve 

üçlü motif içeren TRIM protein ailesi üyesidir. Bu protein ailesi 70’ten daha fazla 

protein içerip benzersiz bir yapı ile karakterizedirler. TRIM protein ailesi üyeleri bir 

adet RING, bir ya da 2 adet B-boxes motifi ve coiled-coil (CC) bölgesi içermektedir 

(Short ve Cox 2006). Bu protein ailesi üyelerinden RING bölgesi içerenler E3 ubikitin 

ligaz benzeri aktivite gösterirler (Reymond vd 2001). TRIM ailesi üyelerindeki bu çoklu 

protein bağlanma bölgelerinin varlığı, bu sınıf içerisindeki protein gruplarının diğer 

proteinler ile bağlantı kurmak için önemli ölçüde esnekliğe sahip olduğunu 

düşündürmektedir (Reymond vd 2001, Napolitano ve Meroni 2012). TRIM ailesindeki 

yapısal ve boyutsal farklılıklara bakıldığı zaman, bu proteinlerin; immün yanıt, 

transkripsiyonel düzenleme gibi onkogenik süreçler, apoptozis ve gelişim gibi geniş 

ölçekte biyolojik süreçlerde görev aldığı düşünülmektedir.  Ayrıca TRIM genlerindeki 

mutasyonlar gelişim bozuklukları, nörodejeneratif hastalıklar ve kanser oluşumu ile 

bağlantılı olduğu bilinmektedir (Hatakeyama 2011). 

 

Diğer birçok TRIM protein ailesi üyesinin aksine TRIM29 RING bölgesi 

bulundurmaz (Short ve Cox 2006). Bu nedenle TRIM29 E3 ubikitin ligaz aktivitesi 

göstermez. RING bölgesi içermeyen diğer TRIM ailesi proteinlerinin DNA hasar yanıtı 

ve apoptozisin düzenlenmesinde p53 ile bağlantı kurdukları düşünülmektedir (Yue vd 

2014). 

 

Yuan vd (2010) TRIM29’un p53’e bağlanarak p21 ve NOXA gibi genlerin 

transkripsiyonunu engelleyerek hücre proliferasyonunu arttırdığını göstermişlerdir.  

 

Sho vd (2011) TRIM29’un bir asetil transferaz olan Tip60’a bağlandığını, 

normalin üzerinde TRIM29 ekspresyonunun Tip60 parçalanmasına sebep olarak p53 

asetilasyonunu azalttığını ve buna bağlı olarak hücre proliferasyonunun arttığını 

bildirmişlerdir. Yine aynı çalışmada HCT116 hücrelerinde TRIM29’un, ultraviyolenin 

sebep olduğu apoptozisi baskıladığını göstermişlerdir.  

 

TRIM29’un moleküler fonksiyonları ile ilgili yapılan çalışma sayısı sınırlıdır ve 

işlevlerinin anlaşılabilmesi için çalışmalar devam etmektedir. TRIM29 ve dahil olduğu 

protein grubunun kanserli hücrelerdeki akıbetinin ortaya çıkarılması için birçok çalışma 
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yapılmıştır. TRIM protein ailesine ait proteinler farklı kanser tiplerindeki gen 

transkripsiyonu çizgileri değişiklik göstermektedir.  

 

Örneğin TRIM24’ün akut miyeloid lösemi ve meme kanserinde aşırı ifade 

edildiği, TRIM25’in yumurtalık kanserinde aşırı ifade edilirken, endometriyal kanserde 

ekspresyonunun azaldığı tespit edilmiştir. TRIM33 gen aktivasyonunun kronik 

miyelomonositik lösemide azaldığı belirtilmiştir (Hatakeyama 2011). 

 

Kanserli dokulardaki TRIM29 ekspresyonu değişimi ile ilgili birçok çalışma 

olup, farklı kanser gruplarında TRIM29 ekspresyonu değişimi ile ilgili değişik sonuçlar 

sunulmuştur. Akciğer, mesane, kolon, yumurtalık, endometriyal ve mide kanserlerinde 

TRIM29 ekspresyonunun arttığı tespit edilmiştir. TRIM29 ekspresyonunun meme ve 

prostat kanserinde azaldığı ya da DNA metilasyonu aracılığıyla baskılandığı tespit 

edilmiştir. Pankreas kanseri için TRIM29 gen ekspresyonu artmaktadır ve bu proteinin 

pankreas kanseri için bir biyomarker protein olabileceği düşünülmektedir (Hatakeyama 

2011, Avraham vd 2014). 

 

TRIM40’ın gastrointestinal epiteli hücrelerinde yüksek oranda eksprese edildiği, 

NF-B aktivitesinin TRIM40 tarafından engellendiği ve kolon kanserinde TRIM40 

ekspresyonunun azaldığı belirlenmiştir (Noguchi vd 2011). 

 

Liu vd (2012a) meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde yaptıkları çalışmada, 

MCF-7 (ER+) meme kanseri hücrelerinde TRIM29’un ifade edilmediğini, tümör 

oluşturamayan MCF-10A (ER-) hücrelerinin ise TRIM29 ekspresyonunun 

gerçekleştiğini bildirilmişlerdir. Ayrıca, MCF-10A hücre grubunda TRIM29 

inaktivasyonunu takiben hücrelerin daha hızlı büyüyüp çoğaldıklarını, hücre göçü ve 

invazyonunun arttığını göstermişlerdir. 
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Çizelge 2.2. TRIM ailesine ait genler ve bu genlerin değişik kanser türlerinde 

uğradıkları değişimler (Hatakeyama 2011) 

 

Gen Kanser Tipi Gözlenen değişimler  

TRIM8 
Gliyoblastom 

Heterozigozite kaybı ya da gende 

delesyon 

Larinks kanseri 
Nodal metastaz ilerlemesi ile 

kolerasyon 

TRIM13 B hücre kronik lenfositik lösemi Gende delesyon 

Kronik lenfositik lösemi Gende delesyon 

TRIM19 
Akut promiyelositik lösemi Kromozom translokasyonu: RARA 

TRIM24 

Papiller tiroid kanseri Kromozom translokasyonu:MTC1 

Karaciğer Kanseri  Kromozom translokasyonu: BRAF 

MDS-bağlantılı AML Artmış gen ekspresyonu 

Meme kanseri Artmış gen ekspresyonu 

TRIM25 
Ovaryum kanseri  Artmış ekspresyonu 

Meme kanseri Erken teşhisin zorlaşması 

Endometriyal kanseri Azalmış gen ekspresyonu 

TRIM27 Lenfoma Kromozom translokasyonu: RET 

Meme kanseri Artmış gen ekspresyonu 

TRIM28 
Mide kanseri Artmış gen ekspresyonu 

TRIM29 

Akciğer kanseri Artmış gen ekspresyonu 

Mesane kanseri Artmış gen ekspresyonu 

Kolon kanseri Artmış gen ekspresyonu 

Ovaryum kanseri Artmış gen ekspresyonu 

Endometriyal kanser Artmış gen ekspresyonu 

Multipl myeloma Artmış gen ekspresyonu 

Meme kanseri  Azalmış gen ekspresyonu 

Mide kanseri Artmış gen ekspresyonu 

TRIM31 
Mide kanseri Artmış gen ekspresyonu 

TRIM32 
Baş ve boyun kanseri Artmış gen ekspresyonu 

TRIM33 
Kronik miyelomonositik lösemi Azalmış gen ekspresyonu 

TRIM40 
Kolon kanseri Azalmış gen ekspresyonu 

TRIM68 
Prostat kanseri Artmış gen ekspresyonu 

 

Ai vd (2014) birçok meme kanseri hücresinde TRIM29’un hipermetilasyon ile 

susturulduğunu göstermişlerdir. Ayrıca TRIM29 ifade eden meme kanseri hücrelerinde 

TRIM29 inaktivasyonunu takiben bu hücrelerde hücre bölünmesi, göçü ve 

invazyonunun arttığını bildirmişlerdir.  
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Avraham vd (2014) normal meme epiteli ve meme kanseri hücre gruplarında 

TRIM29 metilasyonu testi yapmışlardır. Normal meme epiteli hücrelerinde TRIM29’un 

herhangi bir metilasyona uğramamışken, ER+ meme kanseri hücrelerinde TRIM29’un 

metilasyona uğradığı gösterilmiştir. 

 

Kanno vd (2014) prostat kanseri teşhisi için TRIM29’un yeni bir hücre belirteci 

olabileceğini ifade etmişlerdir. TRIM29 antikoru kullanılarak yapılan 

immünohistokimyasal analiz sonucunda, TRIM29’un prostat kanserli dokularda 

kaybolduğunu göstermişlerdir.  

 

Wang vd (2014) yine TRIM29 proteininin pankreas kanseri hücrelerinde aşırı 

ifade edildiğini göstermişlerdir. Ayrıca TRIM29 inaktivasyonunu takiben pankreas 

kanseri hücrelerinin iyonize radyasyona daha hassas hale geldiğini ve hücrelerin 

apoptozise uğradıklarını belirtmişlerdir. İyonize radyasyona karşı pankreas 

hücrelerindeki direncin, ATM aracılı TRIM29 fosforilasyonu ile gerçekleştiğini 

bildirmişlerdir.  

 

Sun vd (2014) TRIM29’un, pankreas duktal adenokarsinomlarında ifade edilme 

düzeyinin arttığını ve normal pankreas hücrelerinde bu genin düşük seviyede olduğu 

gösterilmiştir. TRIM29 inaktivasyonunun pankreatik kanser hücrelerinin çoğalmasını ve 

göçünü azalttığını belirtmişlerdir.  

 

Tang vd (2013) tarafından TRIM8, TRIM22, TRIM38 ve TRIM40’ın 

aktivasyonunun NF-κB aktivasyonunu düzenlediği bildirilmiştir. Grubun akciğer 

kanseri hücreleri ile yaptığı çalışmada TRIM29 aşırı ekspresyonunun NF-κB 

aktivasyonunu arttırdığı belirtilmiştir. Yine TRIM29 inaktivasyonunun NF-κB 

aktivasyonunu azalttığı gösterilmiştir. 

 

Literatürde meme kanseri için ATM aracılı TRIM29 aktivasyonu ile ilgili bir 

bilgi bulunmamaktadır. Çalışmamızda ATM aracılı TRIM29’un transkripsiyonel 

kontrolü, meme kanseri hücrelerinde çalışılmıştır. Ayrıca ATM tarafından aktive edilen 

HIF-1α ve NF-κB transkripsiyon faktörlerinin TRIM29 transkripsiyonu üzerindeki 

etkisi bugüne kadar araştırılmamıştır. Çalışmamız bu konuyu da içermektedir. 

 

2.9. TWIST1  

 

TWIST bHLH (basic-helix-loop-helix) ailesine ait bir transkripsiyon faktörüdür 

ve organogenez sürecinde görev alan proteinlerin sahip olduğu özel bir amino asit 

motifi içermektedir. TWIST ailesi iki üye ile temsil edilir, bunlar TWIST1 ve 

TWIST2’dir. TWIST2’nin gelişim sürecindeki işlevi net olarak bilinmemektedir ancak 

TWIST1 ile benzer işlevlere sahip olduğu düşünülmektedir. Drosophila embriyolarının 

TWIST1 mutasyonu sonrası normal gastrulasyon evresine girmemeleri ve ölmeleri 

sonrasında bu gen tespit edilmiştir. Devamında yapılan çalışmalar bu genin mezoderm 

gelişimi ve organ oluşumu için rolünü ortaya çıkarmıştır (Li vd 2012, Qin vd 2012, 

Craene ve Berx 2013). İnsan TWIST1 geni 7. kromozom üzerinde bulunur ve 2 ekson, 1 

intron bölgesi içerir. Bu gen mutasyonu Saethre-Chotzen sendromuna neden olur 

(Howard vd 1997). TWIST genleri aynı zamanda kas, kemik gelişimi ve sinir sistemi 

oluşumu sürecinde görev alır. Normal gelişim sürecinin dışında, TWIST1 
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aktivasyonunun meme, mide ve prostat kanserinde arttığı tespit edilmiştir (Vesuna vd 

2008). 

 

Epiteliyal mezenkimal transisyon (EMT) kanser hücrelerinin yayılması için 

anahtar mekanizmadır. Bu süreçte kanserli hücreler primer tümörden ayrılıp, doku, lenf 

sistemi ya da kan damarları içine göç etmelerini sağlayacak özellikleri kazanırlar. 

Ayrıca EMT kanserli hücrelerin kan damarlarından organlara hareket etmelerini sağlar. 

TWIST1 transkripsiyon faktörü kanser hücrelerinde EMT’yi ve hücre farklılaşmasını 

uyaran çok sayıda geni aktive eder. TWIST1’in apoptozisin engellenmesi ve 

kemoterapiye direnç ile alakalı olduğu düşünülmektedir (Finlay vd 2015). Buradan 

anlaşılacağı üzere TWIST1 metastaz ve kanser hücrelerinin hayatta kalabilmeleri için 

anahtar rol üstlenmektedir. TWIST1’in meme kanserindeki durumunu inceleyecek 

olursak; 

 

Li vd (2014) miR-720’nin TWIST1’i hedef alarak miktarını azalttığını bunu 

takiben meme tümörü invazyonu ve hücre göçünün azaldığını göstermişlerdir. 

TWIST1’in yeniden aktivasyonu E-kaderin ve β-katenin gibi epiteliyal belirteclerin 

ekspresyonunu arttırırken, N-kaderin, fibronektin ve vimentin gibi belirteclerin 

ekspresyonunu azalttığını belirtmişlerdir. 

 

Lin vd (2015) miR-33b ekspresyonunu meme kanseri hücrelerinde arttırarak 

TWIST1 ve diğer birçok onkogenik proteinin yapımının baskılandığını ortaya 

çıkarmışlardır. TWIST1 miktarındaki azalmanın, hücrelerin metastatik potansiyellerini 

azalttığı gösterilmiştir.  

 

Ma vd (2015) Tamoxifen’nin ER- meme kanseri hücrelerinin invazyon ve 

metastaz özelliklerini, TWIST1 yıkımını hızlandırarak engellediğini göstermişlerdir. 

Çalışmada ayrıca TWIST1 mutasyonuna sahip yeni doğan farelerin yaşamadıklarını, 

yetişkin farelerde ise TWIST1 inaktivasyonunun uyarılmasının bir sağlık problemine 

neden olmadığını göstermişlerdir. Buda bu genin tedavi amaçlı inhibisyonunun, kanser 

metastazı ve invazyonunun engellenmesi için hedef alınabileceğini göstermektedir. 

 

Yu vd (2015) meme kanseri hücre gruplarında TWIST1 aktivasyonunun 

azalmasının EMT’yi engellediği bunu takiben ise hücre bölünmesi, göçü ve 

invazyonunun negatif yönde etkilendiğini göstermişlerdir. 

 

Yapılan birçok çalışma TWIST1’in meme kanserinde ekspresyonunun arttığı ve 

bunun da kanserli hücrelerin metastatik özelliklerini arttırdığını göstermiştir. 

Çalışmamız kapsamında çalışacağımız NF-κB, HIF-1α ve TRIM29’un TWIST1 ile 

bağlantısını gösteren çalışmalar yapılmıştır. Ancak literatür taraması sonucunda ATM-

TWIST1 bağlantısı ile ilgili yapılmış bir çalışma bulunamamıştır. 

 

Pham vd (2007) kanser hücrelerinin kemoterapiye karşı direnç geliştirmesinde 

TWIST1’in önemli olduğunu ve bu genin NF-κB hedefi olduğunu belirlemişlerdir. 

TWIST1 kanser hücrelerinde bu koruyucu etkisini Bcl-2 inhibisyonu ile 

gerçekleştirmektedir. 
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Yu vd (2013) TNF-𝛼’nın yutak altı kanserinde TWIST1 aktivasyonunu, NF-𝜅B 

upregülasyonunu uyararak gerçekleştirdiğini göstermişlerdir. Bir NF-𝜅B inhibitörü olan 

BAY11-7082 ve siRNA65 aracılı NF-κB inhibisyonu sonrası TWIST1 miktarının 

azaldığını belirtmişlerdir.  

 

TWIST1’in NF-κB hedef geni olduğu bilinmektedir ve bu konuda birçok 

çalışma yapılmıştır.  

 

Yang vd (2008) hipoksi ya da uyarılmış HIF-1α gen ekspresyonunu takiben 

EMT’nin ve metastatik fenotipin uyarıldığını göstermişlerdir. Aynı deney grupları 

üzerinde yapılan ileri çalışmalar TWIST1 ekspresyonunun hipoksi ve artmış HIF-1α 

ekspresyonunu takiben arttığını göstermiştir. Ancak siRNA aracılı TWIST1 

inhibisyonunu takiben hipoksinin tekrar EMT ve metastatik karakterleri ortaya 

çıkardığını belirtmişlerdir. 

 

Ai vd (2014) TRIM29 ve TWIST1 arasında meme kanseri hücrelerinde karşılıklı 

inhibisyon etkisinin olduğunu göstermişlerdir. TRIM29 ekspresyonu artışının TWIST1 

aktivasyonunu azalttığını ve uyarılmış TWIST1 aktivasyonunun TRIM29 inhibisyonu 

gerçekleştirdiğini ifade etmişlerdir. 

 

TWIST1’in HIF-1α tarafından aktivasyonu bazı kanser hücresi gruplarında 

gösterilmiş fakat meme kanseri hücre gruplarında çalışılmamıştır. TRIM29 ve TWIST1 

ilişkisi meme kanseri hücreleri için çalışılmıştır. Biz çalışmamızda ATM aracılı 

TRIM29-TWIST1 kontrolünün nasıl gerçekleştiğini bulmaya çalıştık. Ayrıca TRIM29-

TWIST1 ilişkisinin hipoksik koşullar altında değişimini değerlendirdik. 

 

2.10. Meme Kanseri Tedavisi 

 

Kanser moleküler biyolojisindeki bilgi düzeyinin artması ve kanserin genetik bir 

hastalık olduğunun anlaşılması, bu hastalık ile mücadele yöntemlerinin değişmesine 

neden olmuştur. Her kanser çeşidi için erken teşhis hayati önem arz etmektedir. 

Günümüzde kanserin erken teşhisi için çok farklı teknikler geliştirilmiştir. Bu hastalık 

ile mücadelenin belki de en etkili basamağı, onu önceden bilmek ve gerekli tedaviye 

erken başlamaktır. Meme kanseri erken teşhisi için kendi kendine muayene, klinik 

meme muayenesi, mamografi, ultrasonografi ve manyetik rezonans görüntüleme 

yöntemlerine başvurulabilir. Diğer önemli konu ise kansere neden olan çevresel 

faktörlerden uzak durabilmek, sağlıklı beslenme ve spor yapma alışkanlığıdır. 

 

Meme kanseri ve diğer kanser türlerinde uygulanan tedavinin amacı kanserin 

ortaya çıktığı ve yayıldığı dokulardaki büyümesini kontrol altına almaktır. Meme 

kanseri için en yaygın kullanılan yöntemler cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi, 

hormon tedavisi ve biyolojik tedavidir. Bu tedavi yöntemleri meme kanserinin tipine, 

büyüklüğüne, evresine, büyüme hızına, kanser hücrelerinin sahip olduğu reseptörlere ve 

kişinin genel sağlık durumuna göre farklı şekillerde uygulanır. 

 

Cerrahi tedavi yöntemi erken invaziv meme kanseri tedavisinde en yaygın 

kullanılan yöntemdir. Cerrahi tedavi için önemli olan meme kanserini erken aşamada, 
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kanserli hücreler yayılmadan ve başka dokuya taşınmadan teşhis edebilmektir 

(McCready vd 2004).  

 

Radyoterapi hem erken hem de metastaz yapmamış ileri aşamadaki meme 

kanseri tedavisinde kullanılır. Radyoterapi, kemoterapi ve hormon terapi ile birlikte 

uygulandığı zaman hasta ömrünü 10 yıla kadar arttırdığı bilinmektedir. Tümörün 

yayılmasını önlemek ve hasta ömrünü uzatmak için yaygın kullanılan tedavi yöntemidir 

(Mansfield vd 1995). 

 

Kemoterapi bütün kanserler için uygulanan bir ilaç tedavisidir. Hem kanserli 

dokuyu küçültmek hem de yapılan diğer tedavilere destek amacı ile uygulanabilir. 

Bazen birden fazla kemoterapi ilacı bir arada kanser tedavisi için kullanılabilir (Turna 

2006). 

 

Meme kanserinde hastalar sahip oldukları östrojen ve progesteron hormon 

reseptörlerine göre sınıflandırılabilirler. Bu hastalar için üretilmiş ve oral yolla alınan 

ilaç grubu hormon terapiyi oluşturmaktadır. Kanserli dokunun büyümesini, yayılmasını 

ve yeniden ortaya çıkmasını engellemek için kullanılan bir yöntemdir. Hormon 

reseptörü bakımından pozitif olan hastalarda cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi 

sonrasında ya da hastalığın herhangi bir aşamasında koruyucu veya tedavi etme amaçlı 

kullanılabilir (Alpözgen 2013). 

 

Kanserle mücadelede yenilikçi yaklaşımların uygulandığı tedavi yöntemlerinin 

tamamı biyolojik tedavi adı altında sınıflandırılmaya başlanmıştır. Nanoteknoloji ile 

üretilmiş kanser hücrelerini hedef alan ilaçlar, gen terapisi, immünoterapi, hücre sinyal 

iletim yollarını hedef alan ilaçlar ya da tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunun 

uyarılması yöntemleri bu grup içerisinde sınıflandırılabilir. Örneğin meme kanseri 

tedavisinde yaygın olarak kullanılan Herceptin (trastuzumab) bir monoklonal antikordur 

ve belirli bazı proteinlere bağlanırlar. HER2 büyüme faktörü reseptörüdür ve Herceptin 

tarafından bloke edilerek inaktive edilir (Schramm vd 2015).  

 

Meme kanseri ve diğer kanser çeşitleri için hedef odaklı tedavi yöntemleri 

geliştirilmektedir. Biyolojik tedavi yöntemlerinde kanserli hücrelerin gen aktivasyonu 

profillerinin bilinmesi önemlidir. Bu sebeple farklı kanser türlerindeki, kanserli 

hücreleri diğer hücrelerden ayıran özelliklerin ortaya çıkarılması kanser çalışmalarının 

temelini oluşturur. Ayrıca ortaya çıkarılan her bir yeni büyüme faktörü reseptörü, tümör 

baskılayıcı gen ve bunların bağlantı kurduğu diğer protein ve genler hakkındaki bilgi 

birikimi yeni fikirler ve yeni ilaçlar geliştirilmesine olanak sağlayacaktır. 

 

Bizim çalışmamızda meme kanseri için tümör baskılayıcı protein olduğu 

düşünülen ATM ve TRIM29 arasındaki bağlantı meme kanseri ve meme epiteli 

hücrelerinde karşılaştırmalı olarak incelenmiştir. Ayrıca birçok kanser türünde aşırı 

ekspresyona uğrayan TWIST1 geninin bu iki tümör baskılayıcı gen ile ilişkisi 

araştırılmıştır. Yaptığımız bu çalışmanın meme kanseri ile mücadelede hedef odaklı 

tedavi süreçlerine fayda sağlayacağını düşünmekteyiz.  
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2.11. Çalışmada Kullanılan Bazı Yöntemlerle İlgili Genel Bilgiler 

 

2.11.1. RNAi aracılı gen inaktivasyonu 

 

RNA interference (RNAi) aracılı gen inaktivasyonu primer hücrelerde gen 

fonksiyonunun analiz edilmesine olanak sağlayan bir yöntemdir. Gen mutasyonu 

yoluyla gen fonksiyonu çalışılmasına kıyasla bu yöntem daha hızlı ve etkilidir (Stewart 

vd 2003). RNAi ilk defa fare embriyolarında yapılan çalışmalarda ortaya çıkarılmıştır. 

RNAi aracılı gen inaktivasyonu mekanizması, temelde hedefe özgü sekans içeren çift 

sarmal bir RNA (dsRNA) yardımıyla özgül mRNA’nın parçalanmasıdır. Hedef 

mRNA’nın parçalanması iç kaynaklı RISC adı verilen proteinin görev aldığı enzimatik 

bir reaksiyon ile gerçekleştirilir. İlk olarak RNase III Dicer tarafından çift sarmal RNA 

21-25 nükleotid içerecek şekilde düzenlenir. Çift sarmallı RNA’nın bir kolu Argonaute 

(Ago) ve çift sarmallı RNA bağlama proteinleri aracılığıyla, RISC proteinine bağlanır. 

RISC rehber RNA’yı kullanarak hedef mRNA’ya bağlanır ve parçalanmasını sağlar. 

Birçok RNAi metodu bulunmaktadır (Kawasaki vd 2005, Moore vd 2010). Bu çalışma 

kapsamında kullanılan siRNA ve shRNA yöntemleridir. 

 

siRNA yöntemi en basit yöntemlerden biridir. Kimyasal olarak sentezlenmiş 

RNA oligonükleotidlerin doğrudan sitoplazmaya aktarılması ile gerçekleştirilir. 

Sitoplazmaya aktarılma oranları kullanılan transfeksiyon ajanının etkinliğine bağlıdır ve 

yüksek oranda gen inaktivasyonunun sağlandığı bir yöntemdir. Ancak bu yöntem ile 

sağlanan gen inaktivasyonu kısa sürelidir (Moore vd 2010). 
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Şekil 2.7. RNAi aracılı gen inaktivasyonu (Uder vd 2011) 

 

Diğer RNAi gen inaktivasyonu hedef hücreye vektör aracılı shRNA’ların 

üretilmesi yoluyla yapılır. Paketleme sistemi olarak adlandırılan genel kullanımda, 

shRNA vektörü, psPAX2 ve pMD2.G vektörü ile birlikte aracı bir hücreye aktarılarak 

virüs üretimi yapılır. Daha sonra hücreler hedef gene ait shRNA vektörü bulunduran 

virüslerle enfekte edilir. shRNA vektörler lentivirüsler aracılığıyla hedef hücreye 

aktarılırlar ve genom içerisine entegre olurlar. Genoma entegre olan plazmid vektör 

hücre bölünmesi sırasında transkripte edilir ve hedef gene ait siRNA oluşarak geni 

inaktive eder (Moore vd 2010). 

 

2.11.2. İmmünoblot (western blot)  

 

Bu yöntem homojenize doku ya da hücre kültürü örneklerinde hedef protein 

varlığının belirlenmesinde ya da protein miktarı değişimlerinin kalitatif olarak analiz 
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edilmesinde yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. Yöntem poliakrilamid jelde 

yürütülen proteinlerin, nitroselüloz membrana aktarıldıktan sonra uygun antikor 

bağlanarak görüntülenmesi temeline dayanır. 

 

Poliakrilamid jel elektroforezi protein analizi ve saflaştırması yapan her 

laboratuvar için standart bir teknik haline gelmiştir. Daha sıklıkla miktar ve protein 

büyüklüğü çalışmalarında kullanılır. Poliakrilamid jel elektroforezinin protein 

ayrıştırma oranı jelin por büyüklüğü ile ilişkilidir ve çalışılan proteinin büyüklüğüne 

göre farklı konsantrasyonlarda kullanılarak daha yüksek verimde ayrıştırma sağlanır. 

Büyük proteinler için düşük, küçük proteinler için yüksek konsantrasyonda jel 

kullanılması gerekmektedir (Towbin vd 1979). Jelde proteinler yürütülürken moleküler 

ağırlık belirteci kullanılması gerekmektedir. Moleküler ağırlık belirteci hedef 

proteininin bulunduğu aralık bilineceği için  en son görüntüleme aşamasında hedef 

proteininin doğru görüntülenip görüntülenmediğini belirlememize yardımcı olur (Tsang 

vd 1984). 

 

Proteinlerin poliakrilamid jelde yürütülmesinden sonra diğer önemli basamak bu 

proteinlerin jelden ayrılmasıdır. Bu aşama için nitroselüloz membran 1980’li yılların 

başından beri kullanılmaktadır ve kullanılan diğer malzemelere kıyasla yüksek başarı 

elde edilmesini sağlamıştır (Burnette 1981). Başarılı bir transfer western blot 

çalışmasının en önemli basamağını oluşturur. Aktarılma işleminin başarılı yapılması 

hedef odaklı değişebilir. Eğer hedef protein küçük bir protein ise aktarımın kısa sürede 

güçlü bir voltaj ile yapılması en uygundur. Hedef protein büyük ise uzun sürede düşük 

voltaj uygulaması gerekmektedir (Brown vd 1999).  

 

Western blot’un en son aşaması membrandaki hedef proteininin uygun antikor 

ile etkileşimi sağlanarak görüntü alınmasıdır. Başarılı transfer işleminden sonra iyi 

çalışan bir antikor kullanılarak güvenilir bir western blot sonucu alınacaktır. Antikor 

bağlanması aşaması için hangi konsantrasyonda antikor kullanılacağı, inkübasyonunun 

yapılacağı sıcaklık ve süre etkin bağlanmayı etkileyecek değişkenlerdir. Bunların 

belirlenmesi için yeni çalışılan antikor ile kontrollü olarak deneme yapılıp sonuçların 

kıyaslanması gerekmektedir. Uygun koşullar belirlendikten sonra yapılan antikor 

bağlama işlemini immünoblot sonuçlarının X-ray filmlerine aktarılması takip eder ve 

sonuçlar değerlendirilir (Brown vd 1999). 

 

2.11.3. Eş zamanlı qRT-PCR  

 

PCR yöntemi moleküler biyolojide kullanılan bir genin çok sayıda kopyasını 

yaparak, gen aktivasyonu ve gen ekspresyonu düzeylerini belirlemek için kullanılan 

yöntemlerin genel adıdır. Çok sayıda farklı PCR yöntemi bulunmaktadır ve bu 

yöntemler filogeni, kalıtımsal hastalıkların teşhisi, sekans analizi, DNA klonlama, 

genlerin fonksiyonel analizi, genetik kimlik çalışmaları gibi birçok alanda 

kullanılmaktadır. 

 

Klasik PCR niteleyici olarak gen varlığını ya da miktarını analiz etmek için 

kullanılır. Bütün PCR türlerinde hedef gene özgü primerler dizayn edilir ve bu primerler 

özgü gen bölgeleri PCR cihazları yardımıyla çoğaltılır. Sonradan geliştirilen ve gen 

ekspresyonuna ait kantitatif veri sunan qPCR küçük miktarda DNA ya da mRNA’yı 
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analiz edebilmektedir. mRNA kullanılarak gen ekspresyonunu analiz etmek için 

kullanılan PCR yöntemi RT-PCR olarak adlandırılır (Gibson vd 1996). Kantitatif analiz 

yapılmasına olanak sağlayan eş zamanlı PCR cihazlarının geliştirilmesiyle RNA 

miktarının belirlenmesi gen ekspresyonu değişimi ve aktivasyon kıyaslamaları çok 

kolaylaşmıştır. Eş zamanlı qRT-PCR çok hassas bir şekilde hedef gene ait mRNA 

miktarının analizinin yapılmasına olanak sağlar. Bu teknikte ilk olarak RNA izolasyonu 

yapılır. İzole edilen RNA’nın saf olması elde edilen sonuçların güvenilirliği için çok 

önemlidir. Daha sonra RNA’dan reverse transkriptaz enzimi yardımı ile cDNA elde 

edilir. Bu aşamada kullanılan enzimin kalitesi ve reaksiyon koşullarının doğru optimize 

edilmesi elde edilen cDNA kalitesini etkileyen önemli faktörlerdir. Daha sonra elde 

edilen cDNA’nın analizi için birçok farklı yol kullanılabilir. En yaygın ve güvenilir 

yöntem DNA ya bağlanan boyaların verdiği floresansa göre ölçüm yapan eş zamanlı 

PCR cihazlarıdır (Bustin 2000). Yaygın bir şekilde Sybr Green boyası kullanılır. Bu 

boya PCR reaksiyonu sonucu oluşan çift zincir DNA’ya bağlanır ve sadece bağlanma 

sonrası floresan ışık oluşturur. PCR reaksiyonu döngüleri boyunca DNA miktarının 

fazlalığına göre Sybr Green tarafından oluşturulan floresan artar. PCR cihazı bu gene ait 

floresan değerlerini ilk döngüden itibaren alır gene ait gerçek sinyalin okunduğu döngü 

sayısı CT numarası olarak kaydedilir ve hesaplamalar için kullanılır (Morrison vd 

1998). 

 

Eş zamanlı qRT-PCR’de elde edilen CT değerleri üzerinde iki tür hesaplama 

yapılmaktadır. Bunlardan biri rölatif hesaplamadır ve hedef genin ekspresyon değişimi 

referans olarak kullanılan bir genden çıkartılarak yapılır. Diğer yöntem ise kesin 

hesaplama yöntemidir. Bu yöntemde ise dahili ya da harici bir kalibrasyon eğrisi temel 

alınarak hesaplama yapılır (Pfaffl 2001).  

 

2.11.4. Lusiferaz reporter testi 

 

Genetik reporter moleküller gen ifadesi çalışmalarında indikatör olarak 

kullanılırlar. Bu sistem hedef genin klonlandığı reporter plazmid ile transfekte edilmiş 

hücrenin dışarıdan verilen uyarı ya da hücrede değişim gösteren bir faktöre verdiği 

tepkinin, gen promotorundaki aktivite değişimini nasıl etkilediğini analiz etmek için 

kullanılır (Brasier vd 1989).  

 

Lusiferaz reporter teknolojisi, lusiferaz enziminin lusiferin substratı ile 

etkileşime girmesi esasına dayanır ki bu olay biyoluminesans süreci aracılığı ile ışık 

oluşturur. Biyoluminesans olayı birçok organizmada meydana gelir ancak en yaygın 

olarak kullanılan biyoluminesant, firefly (Photinus pyralis) lusiferaz’dır. 61 kDa 

büyüklüğündeki bu monomerik enzim iki basamaklı oksidasyon reaksiyonlarını 

katalizler ve yeşil ışık oluşturur. Lusiferaz kodlayan gen, luc olarak bilinir ve herhangi 

bir post-translasyonel dönüşüme uğramaz. Diğer yaygın kullanılan lusiferaz Renilla 

reniformis’den elde edilen Renilla lusiferaz’dir. 36 kDa büyüklüğündeki bu monomerik 

enzim ise coelenterazine’yi coelenterami’de oksitler ve mavi ışık oluşturur. Renilla 

kodlayan gen Rluc herhangi bir post-translasyonel değişime uğramaz (Wood 2007). 

 

Klasik reporter assay yönteminde tek bir reporter plazmidi kullanılır ve hedef 

gen lusiferaz plazmidinin yanıt elementinin aşağısına klonlanır. Eğer değişen koşullar 

genin daha yüksek promotor aktivitesine yol açarsa, o kadar çok lusiferaz mRNA’sı 
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transkripte olur ve enzim miktarına bağlı olarak ışık oluşumu artar. Bu yöntemle tek 

reporter plazmid kullanılarak genin transkripsiyonel aktivitesi değerlendirilebilir (Allard 

2008).  

 

 
 

Şekil 2.8. Çift aşamalı lusiferaz reporter testi (Ohmiya 2014) 

 

Çift aşamalı reporter testinde ise hem Firefly hem de Renilla reporter 

plazmidleri ile hücreler aynı anda transfekte edilir. Firefly lusiferaz geni, hedef genin 

yanıt bölgesinin aşağısına klonlanır. Renilla plazmidi ise bütün koşullar altında sürekli 

aktif olacak şekilde çalışır. Renilla lusiferaz kontrol plazmidi normal seviyede lusiferaz 

üretir diğer plazmid ise hedef genin değişkenden etkilenme seviyesine bağlı olarak 

lusiferaz üretimi yapar. İki plazmid farklı lusiferaz ışığı oluşturur ve bu veriler 

luminometrede ölçülür. İki verinin birbirine oranlanması ile hedef genin promotor 

aktivitesinin verdiği tepkiyi ortaya koyar (Allard 2008). 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

Çalışma 2014 ve 2015 yılları arasında Akdeniz Üniversitesi Fen Fakültesi 

Biyoloji Bölümü ve Florida Üniversitesi Kanser Genetik Araştırma Merkezinde 

yürütülmüştür. 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Hücre hatları  

 

Çalışmada SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve BT-549 meme kanseri 

hücreleri ile HMEC insan meme epiteli hücresinin sürekli kültürü yapılmıştır. Ayrıca 

Çizelge 3.1’de verilen diğer hücre grupları TRIM29 gen ifadesi miktarının analizini 

yapmak için kısa süre kültüre edilmiştir. Kültüre edilen hücrelerin özellikleri Çizelge 

3.1’de verilmiştir. 

 

3.1.2. Kullanılan gereçler 

 

Vorteks karıştırıcı (Nuve Mix), mikro santrifüj (Eppendorf), elektroforez için 

güç kaynağı (Thermo), elektroforez sistemi (Thermo), jel görüntüleme sistemi 

(İmageQuart 300), mikrodalga fırın (Kenmore), hassas terazi (Smart Weight Digital 

Pro), ısıtmalı manyetik karıştırıcı (Hanna Instruments HI 190M), pH metre 

(Impermeables), PCR cihazı (Labnet MultiGene Optimax Themal Cycler), otomatik 

pipet takımı (Eppendorf), su banyosu (Edvotek), western blot sistemi (Bio-Red), 

western blot film okuyucu (Kodak), eş zamanlı qRT-PCR cihazı (Applied Biosystems), 

hücre kültür etüvü (Thermo), hücre kültür kabini (Clemson), -20 ve -80°C soğutucular 

(Thermo) ve 96 plate okuyuculu spektrofotometre (SpectraMAx) cihazları tez çalışması 

boyunca kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.1. Çalışma kapsamında kullanılan hücrelerin genel özellikleri (Holliday ve Speirs 2011)  

Hücre Hattı Reseptör Tümörijenisite Hastalık Hücre Tipi Motilite 

MCF-7 
ER+, PR+/–, 

HER2– 
+ Adenokarsinoma Epiteliyal ++ 

MDA-MB-231 ER–, EGF+, TGFα + Adenokarsinoma Epiteliyal ++++ 

MD-MB-468 

ER–, EGF+, 

TGFα, PR–, 

HER2– 

 

+ Adenokarsinoma Epiteliyal +++ 

T47-D 

ER+, PR+/–, 

HER2- 

 

+ Duktal karsinoma Epiteliyal +++ 

HMEC ER– – - Epiteliyal - 

MCF-10 ER+, EGF+ – Fibrokistik Epiteliyal + 

SKBr3 ER–, PR–, HER2+ + Adenokarsinoma Epiteliyal ++ 

BT-549 ER–, PR–, HER2– + Duktal karsinoma Epiteliyal + 

MDA-MB-435 ER– + Adenokarsinoma Epiteliyal ++++ 
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3.1.3. Kimyasal çözeltiler 

 

Dondurucu Solüsyonu  

%90 FBS+%10 DMSO olacak şekilde karıştırılarak hazırlandı. 

 

LB Agar 

10 g Bacto tryptone  

5 g Yeast extract (maya ekstraktı) 

10 g NaCI, 800 ml dH2O ile karıştırıldı ve NaOH ile pH 7.5 olacak şekilde ayarlandı. 

Daha sonra 15 g agar eklendi, hacim 1 L’ye dH2O ile tamamlandı ve otoklavla steril 

hale getirilirdi. 

 

Süper Brot  

35 g Tryptone 

20 g Yeast extract (maya ekstraktı) 

5 g NaCI 

5 mL 1 N NaOH, 1 L suda çözüldü ve otoklavla steril hale getirilirdi. 

 

SOC Besiyeri 

20 g Bacto tryptone 

5 g Yeast extract (maya ekstraktı) 

2 ml 5 M NaCI 

2,5 ml 1 M KCI 

10 ml 1 M MgCI2  

10 ml 1 M MgSO4 

20 ml 1 M glukoz’u, 900 ml ddH2O içerisinde çözüldü ve hacmi 1 L’ye tamamlanarak 

hazırlandı. Otoklovla steril hale getirildi. 

 

10XTAE 

48,5 g Tris 

11,4 ml Glasiyal asetik asit 

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0), 1 L suda karıştırılarak stok 10XTAE hazırlandı.  

 

Protein Lizis Tamponu 

125 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

5 mM EDTA  

%1 SDS, ihtiyaca göre verilen miktarlarla içerik kullanılarak hazırlandı. 

 

SDS-PAGE Tamponu 

150 mM Tris-HCl (pH 6.8) 

%10 B-merkaptoetanol 

%20 Gliserin 

%3 SDS 

%0,01 Brom fenol mavi 

%0,01 Pyronin-Y içeriği toplam hacim 100 ml olacak şekilde iyice karıştırılarak 

hazırlandı, süzme işlemi yapıldı ve ependorf tüplerine bölündü. 
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SDS-PAGE Yürütme Tamponu  
28,8 g Glisin 

6,04 g Tris baz 

2 g SDS 1600 ml dH2O içerisinde çözüldü ve hacmi 2 L’ye tamamlandı. 

 

Transfer Tamponu  
28,8 g Glisin  

6,04 g Tris Bazı 1,6 L dH2O ile çözüldü ve 200 ml Methanol eklendi. İyice karıştırıldı 

ve toplam hacmi dH2O ile 2 L’ye tamamlandı. 

 

Ponceau boyası 

1 g Ponceau S 

50 ml Asetik asit, 1 L ddH2O’ya eklendi, iyice karıştırıldı ve filtreden geçirilerek 

hazırlandı. 

 

1xTBST 

20 mM Tris 

137 mM NaCl (pH 7.6) 

1 ml Tween20 eklendi ve iyice karıştırılarak hazırlandı. 

 

3.2. Metot  

 

3.2.1. Hücre kültürü 

 

SKBr3, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve BT-549 meme kanseri hücreleri ile 

HMEC insan meme epiteli hücre hatları American Type Culture Collection’dan temin 

edildi (ATCC Manassas, VA). Bütün hücre hatları %10 FBS ve 5 ml Penisilin-

Streptomisin ilave edilmiş, 4,5 Glukoz, L-Glutamin ve Sodyum piruvat içeren hazır 

DMEM (Cellgro) ortamında Ai vd (2012) tanımlandığı şekilde kültüre edildi. Bütün 

hücre grupları %5 CO2 ve 37 °C’de hücre kültür etüvünde (THERMO) steril şartlarda 

kültüre edildi. Hücre kültürü için, ihtiyaç duyulan miktara uygun olacak şekilde 100x20 

mm, 35x10mm ve 60mm boyutlarında steril kültür plateleri kullanıldı.  

 

3.2.2. Hücre pasajlama 

 

Hücre pasajlaması hücre yoğunluğu %80-90’a ulaşınca yapıldı. İstenilen hücre 

yoğunluğu yakalanınca ilk olarak kültür ortamı uzaklaştırıldı ve hücreler 3 ml PBS ile 

iki defa yıkandı. PBS uzaklaştırıldı ve kullanılan kültür plate büyüklüğüne göre tiripsin 

(100x20 mm plate için 1,5 ml, 60 mm için 500 μl ve 35x10 mm için 300 μl) eklendi. 

Hücreler plate yüzeyinden ayrılıncaya kadar etüvde inkübe edildi. Hücreler plate 

yüzeyinden ayrılınca, plate büyüklüğüne göre farklı miktarda (100x20 mm plate için 10 

ml, 60 mm için 3 ml ve 35x10 mm için 2 ml) DMEM besiyeri ile tiripsin etkisi inhibe 

edildi ve hücreler yeni platelere pasajlandı.  

 

Hücreler eğer daha uzun süre inkübe edilmeyecekse tiripsin uygulanmasından 

sonra 5 ml DMEM eklenerek, 15 ml falkon tüplerine aktarıldı ve 1300 rpm’de 5 dk 

santrifüj edildi. Süpernatan uzaklaştırıldı ve dondurucu solüsyonundan 500 μl eklenerek 
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hücreler 6 ay ve daha kısa süre için -80˚C’de, uzun dönemli stoklar için sıvı nitrojen 

içerisinde bekletildi.  

 

3.2.3. Hücre proliferasyon analizi (MTT) 

 

Hücre prolireferasyon analizi CellTiter-Blue Reagent (Promega) üretici firma 

tarafından belirlenen protokole ve Ai vd 2008’de uygulandığı şekilde yapıldı.  

 

 Test uygulanacak her bir hücre grubu 12’li plaka, toplam hacim 2 ml olacak 

şekilde kültüre edildi. 

 Hücreler 24 ve 48 saatlik periyotlarda inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 2 kere 

PBS ile yıkandı.  

 2 ml besiyeri ve 200 μl CellTiter-Blue Reagent eklendi. 10 saniye çalkalama 

işleminden sonra hücreler 1,5 saat boyunca normal kültür koşullarında inkübe 

edildi.  

 100 μl  besiyeri kültürden alındı ve 560/580 nm’de BMG Labtech marka 

florimetre de ölçüm yapıldı. 24 saatlik kültürdeki hücre konsantrasyonu 48 

saatteki hücre konsantrasyonuna kıyaslanarak grafikler oluşturuldu. 

 

3.2.3.1. İstatistiksel analiz 

 

Hücre proliferasyonu analizi sonucu elde edilen sayısal veriler SPSS programı 

kullanılarak analiz edildi. Analiz işleminde t testi kullanıldı ve 𝛼=0,05 değerine göre 

önem aralığı belirlendi (Ai vd 2014). 

 

3.2.4. Plazmid DNA transformasyonu ve izolasyonu 

 

shRNA plazmid vektörlerinden yeteri kadar elde etmek için bu plazmidler DHα5 

olarak bilinen E.coli hücrelerine transforme edilip çoğaltılmaları gerekmektedir. Bunun 

için öncelikle LB brot agar hazırlandı. LB agar otoklavda steril hale getirildi ve 

platelere eşit miktarda dağıtılarak soğuması beklendi. Her plazmid vektör için ayrı 

DHα5 hücresi kullanıldı. LB ağarlar hazır hale gelince; 

 

 Öncelikle her shRNA plazmidi özel ependorf tüpleri içindeki DHα5 hücre 

ortamına toplam hacmi 1 µg olacak şekilde eklendi ve 1-2 saat buz içerisinde 

bekletildi.  

 Buz içinden alınan ependorf 1-2 dk 42˚C’de hot-shock işlemi için su 

banyosunda bekletildi, ependorf tüpüne 500 µl SOC besiyeri eklendi ve 2 saat 

37 ˚C’de çalkalamalı etüvde inkübe edildi.  

 shRNA plazmidi ile transforme olmuş DHα5 hücreleri ampisilin içeren LB 

ağarlara ekildi ve 1 gün boyunca 37 ˚C’de inkübe edildi.  

 Normal koşullarda DHα5 hücreleri ampisilin direnç geni taşımazlar. Transforme 

olmuş hücreler ampisilin direnç geni içeren shRNA vektörlerini aldıkları için LB 

agarda tek koloniler oluştururlar.  

 Seçilen tek koloni hedef gene ait shRNA içeren plazmid taşımaktadır. Bu 

plazmid DNA’sından yeteri kadar elde edebilmek için süper brot içerisinde 

çoğaltılması gerekir. 
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 shRNA içeren tek koloniler seçildi ve 5ml süper brot içerisinde en fazla 18 saat 

süre boyunca çalkalamalı etüvde 37 ˚C’de inkübe edildi.  

 

Yeterli miktarda bakteri üretimi sağlandıktan sonra Thermo GeneJet Miniprep 

Kit’i kullanılarak plazmid izolasyonu gerçekleştirildi. 

 

 Öncelikle süper brot içerisindeki ortam ependorf tüplerine aktarıldı, santrifüj 

edildi ve bakteri peleti elde edildi.  

 Her örnek peleti için 250  μl  Resuspension çözeltisi eklendi ve pipetleme 

yapılarak bütün pelet sıvı içerisinde homojen hala getirildi.  

 250 μl Lizis çözeltisi eklendi ve ependorf tüpü alt üst edilerek Resuspension 

çözeltisi ile iyice karışması sağlandı.  

 En son olarak Neutralization çözeltisi eklendi, tekrar ependorf tüpü alt üst 

edilerek bütün içeriğin karışması sağlandı ve 5 dk 14000 rpm’de santrifüj edildi.  

 Elde edilen süpernatant firma tarafından sağlanan spin kolonlara aktarıldı ve 1 

dk santrifüj edildi. 

  Kolondaki filtreye aktarılan plazmid DNA’ları 2 kere yıkama çözeltisi ile 

yıkanıp diğer hücresel yapılardan arındırıldı. 

 Kit tarafından sağlanan Elution çözeltisinden 50  μl  kolon içindeki filtreye 

eklenerek 2 dk beklendi ve 2 dk 14000 rpm’de santrifüj edilerek, plazmid 

DNA’ları ependorf tüpüne aktarıldı. Plazmid DNA konsantrasyon oranları 

spektrofotometrede dsDNA ölçüm için hazırlanmış özel program ile belirlendi. 

Plazmid DNA’ları 1/50 oranında sulandırılarak ölçüm yapıldı. 

 

3.2.5. RNA interference (RNAi) 

 

3.2.5.1. shRNA plazmid transfeksiyonu 

 

shRNA kontrol plazmidi olarak pLKO.1-TRC ve pGIPZ kullanıldı. Hedef 

genlere ait shRNA klonu içeren plazmidler Open Biosystem’den elde edildi. ATM, 

HIF-1α, RelA, TRIM29 ve HIF-2α için 5 adet shRNA plazmidi sağlandı. ATM ve RelA 

shRNA gen inaktivasyonu için pGIPZ kontrol ve shRNA klonu içeren pGIPZ 

plazmidleri kullanılırken, HIF-1α, TRIM29 ve HIF-2α için pLKO.1-TRC kontrol ve 

shRNA klonu içeren pLKO.1 plazmidleri kullanıldı. Genel olarak bu plazmidlerden en 

iyi gen inaktivasyonu sağlanan 2 ya da 3 tanesinden elde edilen sonuçlar 

değerlendirmeye alındı.  
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Şekil 3.1. shRNA klonlanmamış pLKO.1 kontrol plazmid vektörünün haritası 

 

pLKO.1 Ampisilin ve Puromisin direnç geni içerir. shRNA U6 geni ile hPGK 

promotoru arasına klonlanır (Snapgene 2015). 

 

 
 

Şekil 3.2. shRNA klonu içermeyen pGIPZ kontrol plazmid vektörünün haritası 

 

pGIPZ Ampisilin ve Puromisin direnç geni içerir. Hedef gene ait shRNA, PURO 

geni ile WRE geni arasına klonlanır (Snapgene 2015). 
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Şekil 3.3. psPAX2 plazmid vektörünün haritası 

 

psPAX2 plazmidi lentivirüs üretimi için gerekli olan enzim yapılarını içeren 

plazmiddir. Bu plazmid Ampisilin direnç geni içerir (Snapgene 2015). 

 

 
 

Şekil 3.4. pMD2.G plazmid vektörünün haritası 

 

pMD2.G ise virüs içeriğinin paketlenmesi için gerekli olan yapısal proteinlerin 

kodlarını içermektedir. Bu plazmid Ampisilin direnç geni içerir (Snapgene 2015). 

 

shRNA kodlayan plazmidler, boş plazmid (kontrol plazmid), psPAX2 ve 

pMD2.G plazmidleri ile birlikte HEK-293FT hücreleri içine, üretici firma protokolü 

uygulanarak Lipofectamin2000 (Life Technology, Grand Island, NY) aracılığı ile 
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transfekte edilmiştir. HEK-293FT hücreleri transfeksiyondan bir gün önce yapılacak 

transfeksiyon miktarına göre 6, 12 ya da 24’lü plate’lere (kuyucuklara) ekildi ve %70 

yoğunluğa ulaşana kadar kültüre edildi. Transfeksiyon işlemi üretici firma Thermo 

Fisher tarafından sağlanan protokole göre yapıldı. 

 

 Transfeksiyon işleminden önce HEK-293FT hücreleri %70 yoğunluğa ulaşana 

kadar 6’lı platelerde kültüre edildi. 

 Yapılacak her bir transfeksiyon için 2 adet steril deney tüpü hazırlandı. Bu 

tüplerin her birine 250 μl FBS ve antibiyotik içermeyen Opti-MEM eklendi.  

 Tüplerden ilkine 10 μl Lipofectamin2000 çözeltisi konuldu. Diğer tüpe hedef 

gene ait shRNA içeren plazmid, psPAX2 ve pMD2.G plazmidlerinden 

konsantrasyon değeri 1 μg olacak şekilde eklendi.  

 İki tüp içeriği birbirine karıştırıldı ve oda sıcaklığında 20 dk bekletildi.  

 Yeteri yoğunluğa ulaşmış HEK-293FT hücrelerinin ortamı uzaklaştırıldı ve 2 

kere PBS ile yıkandı.  

 Plate sayısına göre antibiyotik içermeyen %10 FBS’li DMEM eklendi. Tüp 

içerisindeki Lipofectamin2000-plazmid karışımı platlere eklendi. 

 3 gün boyunca HEK-293FT hücrelerine virüs üretimi için kültüre edildi. 3. 

günün sonunda virüsler toplandı. Toplanan virüsler kısa süreli kullanım için 4 

ºC’de, uzun süre için ise -80 ºC’de saklandı. 

 Hedef hücreler virüs ile transdükte edilmeden önce 6’lı platelere aktarıldı. 

 Hedef hücre grubu %50-60 yoğunluğa ulaşıncaya kadar kültüre edildi. Toplanan 

Virüslerin bulundukları ortama, hedef hücre içerisine alınımının kolaylaşması 

için konsantrasyonu 10 µg/ml olacak şekilde Polibiren eklendi. 

 shRNA plazmid içeren virüsler şırınga ile alındı ve filtre yardımıyla süzülerek 

6’lı platede bulunan hedef hücre transdükte edildi. Transdüksiyondan sonra 

hedef hücre 2 gün boyunca kültüre edildi. Bu iki gün boyunca eğer hücre 

ortamında sarı-portakal rengi ortaya çıkmışsa ortama biraz daha DMEM eklendi.  

 2 gün sonunda hücrelerin bulunduğu ortam uzaklaştırıldı ve yeni besiyeri 

eklendi. Virüs ile enfekte olmuş hücrelerin seçilebilmesi için ortama 

konsantrasyonu 2 µg/ml olacak şekilde Puromisin eklendi ve hücreler yeteri 

yoğunluğa ulaşıncaya kadar inkübe edildi.  

 

3.2.5.2. siRNA transfeksiyonu 

 

İnsan TWIST1 siRNA ve kontrol siRNA’ları Thermo Fisher Scientific’den satın 

alındı. Transfeksiyon işlemi üretici firma tarafından sağlanan protokole göre yapıldı. 

 Hedef hücre grupları transfeksiyondan bir gün önce 24’lü platelere ortam hacmi 

500µl olacak şekilde ekildi. Transfeksiyon öncesi hücreler yoğunluk %60-70’e 

ulaşıncaya kadar kültüre edildi. 

 Her transfeksiyon örneği için 50 µl opti-MEM serumu içinde 50 pmol/L siRNA 

olacak şekilde karıştırıldı. 

 Her 50 µl opti-MEM serumu için 1 µl Lipofectamin2000 olacak şekilde karışım 

hazırlandı. Oda sıcaklığında 15 dk beklendi. 

 15 dk beklemeden sonra siRNA ve Lipofectamin2000 karıştırıldı. Oda 

sıcaklığında tekrar 15 dk bekletildi.  

 Önceden kültüre edilmiş hücre ortamları uzaklaştırıldı ve 400 µl antibiyotik 

içermeyen DMEM ortama eklendi. 
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 Her plate için 100 µl siRNA-Lipofectamin2000 karışımı ortama eklendi. 24’lü 

plate nazikçe karıştırıldı. 

 Transfeksiyondan 48 saat sonra hücreler toplandı ve analiz edildi. 

 

3.2.6. İmmünoblot analizi (western blot) 

 

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ve 

immunoblot testi Brown vd (1999)’da belirtildiği gibi yapılmıştır. Western blot analizi 

temelde 3 aşamadan oluşur ve ilk olarak protein izolasyonu ve protein 

konsantrasyonunun belirlenmesi gerçekleştirildi. 

 

3.2.6.1. Protein izolasyonu ve kantitasyonu 

 

 Öncelikle kültüre edilmiş hücreler tiripsin uygulanarak toplandı, PBS ile 1 kere 

yıkandı ve santrifüj edildi. Süpernatan kısmı uzaklaştırılarak pelet kısmı 

kullanılacağı zamana kadar -80 ºC’de saklandı.  

 Protein lizis çözeltisi pelet büyüklüğüne bağlı olarak farklı miktarlarda 

uygulandı.  

 Lizis çözeltisi eklenmiş hücre peleti içeren tüpler 5 dk boyunca ısıtıcıda 

100 °C’de kaynatıldı, kısaca ultrasonik parçalayıcıya maruz bırakıldı ve 5 dk 

14000 rpm’de santrifüj uygulandı. 

 Protein konsantrasyonu üretici firma (Pierce) tarafından belirlenen BSA protein 

testi uygulanılarak belirlendi.  

 Stok çözeltiden alınan protein örnekleri 1/4, 1/8, 1/12 olacak şekilde 

sulandırıldı. Sulandırılmış her örnek için 1, 2, 4 ve 8 µl olacak şekilde 96 well 

plate eklendi. Konsantrasyonu 2 µg/ml olan BSA standardından 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 

ve 7 µl 96 well plate yüklendi. 

 Üretici firma tarafında sağlanan A ve B çözeltisi 1/50 olacak şekilde karıştırıldı, 

standart ve her örnek üzerine 100 µl eklendi. 37 ºC’de 30 dk bekletildi. 96’lı 

plate okuyuculu spektrofotometre, BSA protein kantitasyonu programı 

kullanılarak protein konsantrasyonları belirlendi. 

 Protein konsantrasyonu belirlendikten sonra stok proteinden ve SDS tampon 

çözeltisinden 40 μl eklenerek örnekler seyreltildi. Her yükleme işleminden önce 

örnekler 2 dakika 100 ºC’de ısıtıldı.  

 

Protein büyüklüğüne göre farklı konsantrasyonlarda SDS-Poliakrilamid jel 

hazırlandı. Konsantrasyonlarına göre jel içeriği Çizelge 3.2’de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERYAL ve METOT                                                                      Muzaffer DÜKEL 

 

 40 

Çizelge 3.2. SDS-PAGE hazırlanırken kullanılan maddeler ve bu maddelerin jel 

konsantrasyonuna bağlı miktarı 

 

Jel türü Resolving jel Stacking 

jel 

Jel yüzdesi %5 %6 %7,5 %10 %12 %15 Sabit 

Akrilamid/Bis 4,1 ml 5 ml 6,3 ml 8,3 ml 10,3 ml 12,4 ml 1,3 ml 

Tampon 6,2 ml 2,5 ml 

Su 14,6 ml 13,8 ml 12,5 ml 10,5 ml 8,5 ml 6,4 ml 6,2 ml 

TEMED 25 μl 10 μl 
%10 APS 250 μl 100 μl 

 

3.2.6.2. SDS-PAGE elektroforezi 

 

İkinci temel aşama SDS-PAGE jel elektroforezi ve proteinlerin nitroselüloz 

membrana aktarılması işlemidir.  

 

 Örnekler ve protein belirteci SDS-Poliakrilamid jele yüklendi ve 1-2 saat 

boyunca 40-80 mA’da (eğer iki jel aynı anda yürütülecekse 80 mA’da yapıldı) 

elektroforez gerçekleştirildi. Jel üzerindeki protein bantlarının gözlenebilmesi 

için metilen mavisi ile jeller boyandı. Bu işlem protein izolasyonunun başarılı 

bir şekilde gerçekleşip gerçekleşmediğini anlamak için yapıldı. 

 Elektroforez işleminden sonra jelde bulunan protein bantları nitroselüloz 

membrana transfer tamponu aracılığı ile aktarıldı.  

 Büyük proteinler için 12 V’de gece boyunca transfer yapılırken küçük proteinler 

için 25 V’de 5 saat boyunca transfer işlemi gerçekleştirildi.  

 Membran Ponceau boyası ile boyanarak protein bantlar gözlemlendi (Brown vd 

1999).  

 Başarılı transfer gerçekleştirildiği anlaşıldıktan sonra immünoblot işlemine 

geçildi. 

 

3.2.6.3. İmmünoblot 

 

Son olarak membrana aktarılmış proteinlerin uygun antikor ile bağlanması ve 

görüntülenmesi gerçekleştirilir.  

 

 Membranın Antikor ile inkübasyonundan önce spesifik olmayan protein 

etkileşimlerini önlemek için %5 Süt-TBST (100 ml TBST ve 5 gr yağsız süt) ile 

membran 45 dk boyunca bloklandı. 

 Bloklama işleminden sonra membran 30 dk boyunca TBST ile yıkandı.  

 Nitroselüloz membranlar %5 BSA-TBST (100 ml TBST ve 5 gr BSA) ve her 

çalışılan proteine özgü antikor ile gece boyunca ya da önceden antikor için 

belirlenmiş sürede inkübe edildi. Büyük proteinlerin immünoblot işlemi gece 

boyunca yapıldı. 

 Kullanılan antikorlar anti-ATM (1:1000 GeneTex) anti-HIF-1α (1:3000 

GeneTex, 1:2000 NOVES), anti-TWIST1 (1:3000 GeneTex), anti-NF-KappaB 

(1:2000 GeneTex), anti-CAIX (1:4000 ABCAM), anti-TRIM29 (1:7500 Santa 

Cruz), anti-H2AX (1:3000 ABCAM), anti-HA (1:1000 Santa Cruz), anti-Myc 
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(1:1500 Santa Cruz)’dir. Kontrol olarak anti-αAktin (1:10000 ABCAM) ya da 

anti-Tübülin (1:5000 Santa Cruz) kullanıldı.  

 Primer antikor inkübasyonundan sonra membranlar TBST ile 3 kere 10 dk 

boyunca yıkandı ve 1:3000 oranında ikincil antikor ile 3 saat boyunca inkübe 

edildi. 

 İkincil antikor inkübasyonundan sonra membranlar 3 kere 10 dk TBST ile 

yıkandı. Proteinlerin varlığı Thermo marka SuperSignal West Chemiluminescent 

substratı kullanılarak gerçekleştirildi. Kit içerisinde bulunan iki çözelti eşit 

oranda (küçük nitroselüloz membran için 2’şer ml, daha büyük nitroselüloz 

membranlar için 4’er ml) karıştırılarak nitroselüloz membran üzerine döküldü ve 

2 dk oda sıcaklığında bekletildi. X-ray filmi kullanılarak protein varlığı western 

blot film okuyucuda kaydedildi. X-ray filmindeki görüntüler taranarak, 

Photoshop programında bant büyüklükleri analizi yapıldı. 

 

3.2.7. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

 

Total RNA izolasyonu Trizol reaktifi kullanılarak (İnvitrogen, Carlsbad, CA) 

gerçekleştirdi.  

 

 1 ml Trizol hücre peletinin üzerine eklendi, pipet yardımı ile iyice karıştırıldı ve 

oda sıcaklığında 5 dk inkübe edildi.  

 200 μl kloroform eklendi ependorf tüpü alt üst edilerek iyice karışması sağlandı 

ve oda sıcaklığında 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 4 °C’de 15 dk 

boyunda 12000 rpm’de santrifüj edildi. 

 Ependorf tüpü içerisinde en üste kalan şeffaf renkli kısım yeni ependorf tüpüne 

aktarıldı, 500 μl izopropanol eklendi, tüp alt üst edilerek iyice karıştırıldı ve oda 

sıcaklığında 10 dk inkübe edildi. 

 Daha sonra 8 dk 12000 rpm’de santrifüj edildi, süpernatan kısmı uzaklaştırıldı 

ve pelet 1 ml %75 alkol ile yıkandı.  

 5 dk 7500 rpm’de santrifüj edildi, süpernatan uzaklaştırıldı ve pelet oda 

sıcaklığında 10 dk kurumaya bırakıldı.  

 Pelet üzerine 50 μl nukleaz içermeyen su eklendi ve 10 dk boyunca 55 °C’de 

ısıtıldı. Daha sonra spektrofotometrede 3 µl RNA/150 µl dH2O olacak şeklinde 

sulandırma yapılarak RNA konsantrasyonları belirlendi. Konsantrasyon oranları 

belirlenirken 260 ve 280 nm’de elde edilen oranların bölümü sonucu elde edilen 

değer 1,8’in altında olan örneklerde DNA ya da protein kontaminasyonu olduğu 

değerlendirilerek RNA izolasyonu tekrar yapıldı. 

 

Applied Biosytems High Capacity RNA’dan cDNA’ya kiti kullanılarak cDNA 

sentezi gerçekleştirildi. Bütün örnekler için RNA konsantrasyonlarına bağlı olarak en 

fazla 5 µg RNA içerecek şekilde reaksiyon kurularak cDNA sentezi gerçekleştirildi. 

Reaksiyon şu şekilde kuruldu; 

 

 10 µl Reaksiyon Buffer 

 1 µl Reverse Transkriptaz enzim  

 9 µl RNA-su, olacak şekilde her bir örnek için 20µl reaksiyon kuruldu.  
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1. Basamak: 37 ºC’de 1 saat  

2. Basamak: 95 ºC’de 5 dk 

3. Basamak: 4 ºC’de ∞, olacak şekilde PCR cihazında üretici firma tarafından 

verilen koşullara uygun reaksiyon kuruldu.  

 

Elde edilen cDNA’lar 1:10 olacak şekilde nukleaz içermeyen saf suyla 

sulandırıldı. Kullanım zamanına kadar kısa süre için -20’de uzun süreli beklemeler için 

-80’de bekletildi. 

 

3.2.8. Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) 

 

RT-PCR reaksiyonları için Promega GoTaq Green Master Mix kullanıldı ve RT-

PCR reaksiyonu üretici fima tarafından sağlanan kit protokolüne uygun olarak 

gerçekleştirildi. 

 

 12,5 µl GoTaq 

 5 µl primer (Reverse-Forward karışımı 5 µg/ml olacak şekilde hazırlandı) 

 5 µl Su  

 2,5 µl cDNA, olmak üzere 25 µl reaksiyon kuruldu. Çalışılan genlere ait primer 

sekansları ve PCR koşulları Çizelge 3.3. ve 3.4’te verilmiştir.  

 

3.2.8.1. Agaroz jel elektroforezi 

 

Bakteri plazmid izolasyonu ve RT-PCR reaksiyonları sonrasında elde edilen 

ürünler için %1 (1 g agaroz+100 ml 1xTAE) ve %2 (2 g agaroz+100 ml 1xTAE)’lik 

agaroz jeller hazırlandı. Agaroz, TAE içerisinde çözüldükten sonra kaynatıldı ve 

üzerine konsantrasyonu 10 mg/ml olan 5 μl etidyum bromür eklendi. Agaroz jel, jel 

yatağı içerisine döküldü ve yükleme kuyucuklarını oluşturmak için jelin üzerine tarak 

yerleştirildi. Soğuma işleminden sonra tarak çıkarılarak, elektroforez tankının içine 

yerleştirildi ve tank jel kuyucukları kaplanıncaya kadar 1xTAE ile dolduruldu. 7 μl 

örnek ve 3 μl yükleme tamponu ile kuyucuklara yüklendi. Jel elektroforez tankı, güç 

kaynağına bağlandı ve 90 V’de 60 dk boyunca yürütüldü. RT-PCR sonuçlarını 

görüntülemek için İmageQuart 300 cihazı kullanıldı ve jel fotoğrafları çekildi.  
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Çizelge 3.3. Çalışma kapsamında kullanılan primerlerin sekansları ve TM değerleri 

Gen Adı Forward Primer TM 

(℃) 

Reverse Primer TM 

(℃) 

ATM 5’-CAGGGTAGTTTAGTTGAGGTTGACAG-3’ 57 5’-CTATACTGGTGGTCAGTGCCAAAGT-3’ 58,5 

HIF-1𝜶 5’-CCTATGACCTGCTTGGTGCTGA-3’ 59,2 5’-TCCACCTCTTTTGGCAAGCA-3’ 57,3 

HIF-2𝜶 5’-GAACAGCAAGAGCAGGTTCC-3’ 56,3 5’-AGAGAGTGAAGCTGGTGGGA-3’ 57,9 

RelA 5’-GCTCCTGTGCGTGTCTCCAT-3’ 59,9 5’-GTGGGTCCGCTGAAAGGACT-3’ 59,7 

TRIM29 5’-TTGCATGTTCCAGGAGCACAAGAAT-3’ 59,3 5’-CAATGCACCAAATTCCTGCAGAAACA-3’ 58,7 

TWIST1 5’-CAGTCTTACGAGGAGCTGCAGAC-3’ 59,1 5’-CTGGAAACAATGACATCTAGGTCTCCG-3’ 58,7 

CAIX 5’-GTCTCGCTTGGAAGAAATCG-3’ 53,7 5’-AGAGGGTGTGGAGCTGCTTA-3’ 58,2 

Vimentin 5’-CTTCAGAGAGAGGAAGCCGA-3’ 55,9 5’-ATTCCACTTTGCGTTCAAGG-3’ 54 

E-kaderin 5’-TTGACGCCGAGAGCTACAC-3’ 57,2 5’-GACCGGTGCAATCTTCAAA-3’ 53,3 

EpCAM 5’-CAGCTCAGGAAGAATGTGTCTGTGAA-3’ 58,7 5’-TTCAATGATGATCCAGTAGGTTCTCACTCG-3’ 59,4 

N-Kaderin 5’-GTGCATGAAGGACAGCCTCT-3’ 57,4 5’-CCACCTTAAAATCTGCAGGC-3’ 55 

GAPDH 5’-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3’ 56,6 5’-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3’ 55,8 

AKTİN 5’-GCACAGAGCCTCGCCTT-3’ 58,3 5’-GTTGTCGACGACGAGCG-3’ 56,4 
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Çizelge 3.4. Çalışma kapsamında analiz edilen genlere ait PCR koşulları 

 

Gen Adı Başlangıç 

Denaturasyon 

Denaturasyon Bağlanma Uzama Final Uzama Döngü Sayısı 

ATM 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn 59 ºC, 45sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 35 

HIF-1𝜶 95 ºC, 7dk 94 ºC, 45sn      57 ºC, 1dk 72 ºC, 1dk 72 ºC, 7dk 26 

HIF-2𝜶 95 ºC, 5dk 94 ºC, 30sn 58 ºC, 30sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 7dk 25 

RelA   95 ºC, 10dk 94 ºC, 45sn       60 ºC, 1dk 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 26 

TRIM29 95 ºC, 7dk 94 ºC, 45sn 59 ºC, 1dk 72 ºC, 1dk 72 ºC, 7dk 25 

TWIST1 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn 59 ºC, 1dk 72 ºC, 1dk 72 ºC, 5dk 37 

CAIX 95 ºC, 5dk 94 ºC, 30sn  55 ºC, 45sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 5dk 27 

Vimentin 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn  55 ºC, 45sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 30 

E-kaderin 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn  55 ºC, 45sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 28 

EpCAM 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn  59 ºC, 45sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 33 

N-Kaderin 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn  56 ºC, 45sn 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 28 

GAPDH 95 ºC, 5dk 94 ºC, 30sn 59 ºC, 1dk 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 22 

AKTİN 95 ºC, 5dk 94 ºC, 45sn 57 ºC, 1dk 72 ºC, 1dk 72 ºC, 10dk 25 
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3.2.9. Eş zamanlı kantitatif reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu 

(qRT-PCR) 

 

Eş zamanlı qRT-PCR için Applied Biosytems Power Sybr Green kullanıldı. Eş 

zamanlı qRT-PCR reaksiyonlarında kullanılan primerlerin sekansları Çizelge 3.3’te 

verilmiştir. Hem RT-PCR hem de eş zamanlı qRT-PCR reaksiyonları için aynı 

primerler kullanılmıştır  

 

 10 µl Sybr Green 

 4 µl cDNA 

 2 µl primer (Reverse-Forward karışımı 5 µg/ml olacak şekilde hazırlandı) 

 4 µl ddH2O olmak üzere her bir örnek için 20 µl reaksiyon kuruldu. 

 

Eş zamanlı qRT-PCR reaksiyonu Applied Biosytems’e ait eş zamanlı PCR 

cihazında gerçekleştirildi. Yapılan bütün eş zamanlı qRT-PCR analizleri için ayrıca 

erime noktası eğrisi elde edildi.  

 

Eş zamanlı qRT-PCR için kullanılan reaksiyon koşulları; 

 

1. Basamak 95 ºC’de 10dk 

2. Basamak 95 ºC’de 15 sn 

3. Basamak 60 ºC’de 1dk olmak üzere toplam 40 döngü halinde eş zamanlı qRT-PCR 

reaksiyonları gerçekleştirildi.  

 

Kantitatif olarak TM değerleri arasındaki tutarlılığı göstermesi için bütün eş 

zamanlı qRT-PCR reaksiyonları erime eğrisi ile yapılmıştır. Erime eğrisi noktası 

dışında alınan TM değerleri doğru kabul edilmeyerek değerlendirmeye alınmamıştır.  

 

Erime eğrisi reaksiyon koşulları; 

 

1. Basamak 95 °C’de 15 sn 

2. Basamak 60 °C’de 1 dk 

3. Basamak 95 °C’de 15 sn olmak üzere 1 döngü olacak şekilde reaksiyon kuruldu. 

 

Reaksiyon sonucu elde edilen eşik siklus (Ct) değerleri ABI yazılımında analiz 

edilerek Microsoft Excel’e aktarılmış, 2-ΔΔCt metodundan yararlanılarak hesaplanmış ve 

grafikler oluşturulmuştur (Livak ve Schmittgen 2001). Kıyaslama yapılırken kontrol 

grubu olarak referans genler (housekeeping gene) kullanılmıştır. Kıyaslaması yapılacak 

her gen ve referans gen için 3 farklı eş zamanlı qRT-PCR reaksiyonu 

gerçekleştirilmiştir. Her gen ve bu gene ait farklı gruplar için elde edilen 3 farklı Ct 

değerine Microsoft Excel’de Student Ti testi yapılarak istatistiksel açıdan önemli bir 

fark olup olmadığı test edilmiştir. Hesaplamalar sonucu elde edilen bu üç reaksiyona ait 

verilerin ortalaması alınmış, gruplara ait grafiklerde verilen değerler elde edilmiştir. 

Ayrıca bu üç farklı reaksiyon verisi arasındaki standart sapma hesaplanarak grafik 

üzerinde hata barı ile gösterilmiştir.  
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3.2.10. Çift aşamalı lusiferaz reporter testi 

 

Lusiferaz reporter testi üretici firma (PROMEGA) tarafından sağlanan kit 

protokolü izlenerek gerçekleştirilmiştir.  

 

 Hücreler 24’lü platelerde kültüre edildi. Plazmid transfeksiyonu kısmında 

anlatıldığı gibi hücreler kontrol ve hedef gene ait reporter plazmidler ile 

transfekte edildi.  

 Transfeksiyondan 24 saat sonra hücreler PBS ile yıkandı ve tiripsin aracılığıyla 

hücre peletleri elde edildi.  

 100μl lizis çözeltisi eklendi. 20 µl lizat temiz bir tüpe firefly lusiferaz ölçümü 

için eklendi ve ölçüm yapıldı.  

 Aynı lizat üzerine 100 µl reaksiyon sonlandırma çözeltisi eklenip karıştırıldı ve 

Renilla lusiferaz için ölçüm alındı. Reporter sistem çalışmalarında genelde bir 

transkripsiyon faktörünün etkisindeki genin protmotor bölgesindeki aktivasyon 

değişikliği kontrol edilir.  

 

Bu çalışmada biz ATM aktivitesi düşürülmüş hücrelerde hipoksik koşullarda 

HIF-1α promotorundaki değişimi test ettik. HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış ve 

hipoksik koşullarda kültüre edilmiş hücrelerde TRIM29 reporter aktivitesi analiz edildi. 

TRIM29 inaktif hücrelerde TWIST1 reporter aktivitesi test edilmiştir. Reporter analizi 

için pGL3-kontrol plazmidi ve PGL3 promotor plazmid vektörleri kullanıldı. TRIM29 

reporter plazmidi Dr. Limbao Ai tarafından klonlandı. TWIST1 reporter plazmidi Dr. 

Lua-Hai Wang tarafından klonlandı. HIF-1α reporter plazmidi (Addgene) satın alındı. 

 

 
 

Şekil 3.5. pGL3 plazmid vektörünün haritası  

 

pGL3-basic plazmidi Sentetik poli(A) transkripsiyon bloklama dizisinden sonra 

Photinus pyralis lusiferaz geni ve SV40 geç poli(A) sinyali yer almaktadır. Ori; 

Replikasyon başlama bölgesi, Ampr; Ampisilin direnç genidir (Promega 2015). 
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Şekil 3.6. pGL3-promoter plazmid vektörünün haritası 

 

pGL3-Promoter plazmidi sentetik poli(A) transkripsiyonel bloklama dizisini takiben 

sürekli lusiferaz ekspresyonunu sağlayan SV40 promotoru bulunmaktadır. Photinus pyralis 

lusiferaz geni ve SV40 geç poli(A) sinyali yer almaktadır. ori; Replikasyon başlama 

bölgesi, Ampr; Ampisilin direnç genidir (Promega 2015). 

 

 
 

Şekil 3.7. pRL-TK plazmid vektörünün haritası 

 

pRL-TK plazmidi ori; Replikasyon başlama bölgesi, RLuc; Renilla roniformis 

lusiferaz geni, Ampr; Ampisilin direnç genidir (Promega 2015). 
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3.2.11. Hipoksi uygulaması  

 

Billups Rothenberg marka modüler inkübator tankında %1 O2, %5 CO2 ve %94 

N2 ortamında hücreler 2, 4, 8, 12, 16, 18 ve 24 saat boyunca 37 ˚C’de inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası hücreler toplandı ve analiz için hücre peletleri elde edildi. 

 

3.2.12. İyonize radyasyon uygulaması 

 

Hücreler radyasyona maruz bırakılmadan önce %75 yoğunluğa ulaşana kadar 

%5 CO2’de 37 °C’de kültüre edildi. Gammacell 1000 marka radyasyon cihazında Cs137 

kullanılarak 1 dk boyunca 10 Gy Gama (𝛾) radyasyonu uygulandı ve 18 saat sonra 

hücreler analiz için toplandı. 

 

3.2.13. İlaç uygulaması 

 

3.2.13.1. 5-aza-2’-deoksisitidin uygulaması 

 

5-aza-2’-deoksisitidin spesifik bir DNA metil transferaz enzim inhibitörüdür. 

Hücreler ve hayvanlar için oldukça toksik bir maddedir (Christman 2002). Hücreler ilaç 

uygulamasından önce yeni plate’e aktarılır ve yaklaşık olarak %20 yoğunlukta olması 

beklenir.  

 

5 µM 5-aza-2’-deoksisitidin (Sigma, St Louis, MO) hücre ortamına eklendi ve 1 

gün boyunca hücreler tekrar kültüre edildi. Ertesi gün kültür iki kere PBS ile yıkandı, 

yeni besiyeri eklendi ve 2 gün daha kültüre edildi. 3 günlük 5-aza-2’-deoksisitidin 

uygulamasından sonra hücreler toplanır. 5 günlük 5-aza-2’-deoksisitidin uygulaması 

için hücreler eğer kültüre edilebilecek yoğunlukta ise kültüre devam edildi yoksa kültür 

yeni plate’e aktarılarak 5 µM 5-aza-2’-deoksisitidin tekrar eklendi ve 2 gün süreyle 

tekrar kültüre edilerek hücreler analiz için toplandı. 

 

3.2.13.2. N-asetil sistein (NAC) uygulaması 

 

N-asetil sistein (NAC) hücrede oluşan ROS’un azaltılması için çok yaygın 

olarak kullanılan bir antioksidan bileşiktir (Oka vd 2000). NAC Sigma firmasından 

satın alındı ve PBS ile seyreltildi. Hücre kültürüne hacim 10 mM ve 20 mM olacak 

şekilde eklendi. Hücre kültürü ortamına NAC eklendikten sonra hücreler 48 saat 

boyunca %5 CO2’de 37 ˚C’de büyümeye bırakıldı. 48 saat sonunda hücreler toplandı ve 

analiz gerçekleştirildi. Stok NAC çözeltisi -20˚C’de saklandı.  

 

3.2.13.3. Siklohekzimid uygulaması 

 

Siklohekzimid Streptomyces griseus’tan elde edilen hücresel fonksiyon ve sinyal 

iletiminde protein sentezinin rolünü göstermek için kullanılan protein sentezi 

inhibitörüdür (Liu vd 2010). 

 

Stok Siklohekzimid 1000 μg/ml olacak şekilde hazırlanmış ve her 1 ml besiyeri 

için 1 μl olacak şekilde uygulanmıştır. Siklohekzimid eklendikten sonra hücreler 18 saat 

kültüre edilmiş ve daha sonra toplanarak uygun analiz gerçekleştirilmiştir. 
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Siklohekzimid uygulaması ve hipoksi uygulaması 18 saat boyunca 37 ˚C’de ve %1 

O2’de gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.13.4. Aktinomisin D uygulaması 

 

Aktinomisin D güçlü bir apoptozis uyarıcısıdır. Aktinomisin D DNA’ya bağlanır 

ve mRNA sentezini inhibe eder. Yüksek miktarda kullanılan Aktinomisin D (> 1 

mg/ml) bütün RNA türlerinin sentezini inhibe ederken, düşük miktarda Aktinomisin D ( 

< 100 ng/ml) tercihi olarak ribozomal RNA inhibisyonuna sebep olur (Kleeff vd 2000).  

 

Stok Aktinomisin D 1000 μg/ml olacak sekilde hazırlanmış ve her 1 ml besiyeri 

için 0,5 μl olacak şekilde uygulanmıştır. Aktinomisin D eklendikten sonra hücreler 18 

saat kültüre edilmiş ve daha sonra toplanarak uygun analiz gerçekleştirilmiştir. 

Aktinomisin D uygulaması ve hipoksi uygulaması 18 saat boyunca 37 ˚C’de ve %1 

O2’de gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.14. Rekombinant protein ifadesi 

 

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri sürekli olarak rekombinant TRIM29 

ve TWIST1 ifadesi için pcDNA3.1–HA–ATDC (Dr. E. Seto, Moffitt Cancer Center 

Tampa, FL) ve Myc–TWIST1–pCS2 (Dr. R. Maestro, CRO Aviano National Cancer 

Institute, Italy) plazmidleriyle TurboFect Transfection Reagent (Thermo Scientific) 

aracılığıyla transfekte edildi. Transfeksiyon aşaması shRNA transfeksiyonu ile aynıdır. 

Kontrol olarak pcDNA3.1 ve Myc–GFP–pCS2 plazmidleri kullanıldı. Hücrelerin 

plazmidler ile transfeksiyonundan 48 saat sonra hücreler toplandı ve western blot analizi 

yapıldı. 

 

 
 

Şekil 3.8. pcDNA3.1 kontrol plazmid vektörünün haritası 

 

Bu plazmid Ampisilin ve Neomisin direnç geni taşımaktadır. CMV promotoru 

sürekli olarak gen ifadesini sağlar ve CMV promotorundan sonra MCS olarak 
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adlandırılan çoklu klonlama bölgesi bulunur. Hedef genler MCS bölgesine klonlanır 

(Snapgene 2015). 

 

3.2.15. Gen klonlama 

 

TRIM29 geni SKBr3 hücrelerinde Sanjana vd (2014) tarafından tanımlanan 

lentiCRISPRv2 (Addgene 52961) plazmidi kullanılarak mutasyona uğratıldı. TRIM29 

geninin 1. eksonunun açık okuma çerçevesi içerisinde bir rehber RNA şeçildi. Bu işlem 

için online dizayn aracı kullanıldı (http://crispr.mit.edu).  

 

Şeçilen bu bölge,  Forward: 5’-CACCGGCCCGCAAGTGTCCCGTGCA-3’;  

Reverse: 5’-AAACTGCAAGGGACACTTGCGCGCC-3’ primerleri kullanılarak 

çoğaltıldı. Boş lentiCRISPRv2 plazmidi ve PCR ürünleri BsmBI restriksiyon enzimi ile 

kesildi. 

 

Restriksiyon endonükleaz kesim işlemi için 0,5 µl BsmBI, 2 µl enzim tamponu, 

1 µl BSA, 1 µg/ml DNA ve 15,5 µl ddH2O kullanılarak toplam reaksiyon 20 µl olacak 

şekilde reaksiyon kuruldu. Reaksiyon 37 ºC’de su banyosunda 90 dk boyunca 

gerçekleştirildi. Reaksiyon sonunda ürünler %1 agaroz jelde yürütülerek kesim 

işleminin doğruluğu test edildi.  

 

Thermo GeneJET jel ekstraksiyon kiti kullanılarak jelden istenilen restriksiyon 

endonükleaz kesim bölgeleri izole edildi. Protokol şu şekilde uygulandı; 

 

 Öncelikle boş ependorf tüpünün ağırlığı hesaplandı. Hedef ürünlerin bulunduğu 

jel bölgesi kesilerek ependorf tüpüne aktarıldı. Ağırlık tekrar ölçüldü kesilen jel 

parçasının ağılığı kadar Binding tamponu eklendi. 

 Jel tamamen çözülene kadar 50-60 ºC’de bekletildi ve her 5 dk’lık süre 

içerisinde tüp çalkalanarak karışımın homojen olması sağlandı. 

 Ependorf tüpünün içeriği GeneJET purifikasyon kolonunun içine aktarıldı ve 1 

dk boyunca 13000 rpm’de santrifüj edildi. 

 700 µl yıkama solüsyonu eklendi ve 13000 rpm’de 1 dk boyunca santrifüj edildi. 

GeneJET purifikasyon kolonu 1 dk 13000 rpm’de tekrar santrifüj edildi. Kolon 

yeni bir ependorf tüpüne aktarıldı ve üzerine 50 µl Elution tamponu eklendi. 

Oda sıcaklığında 2 dk inkübe edildi ve 1 dk 13000 rpm’de santrifüj edildi. 

 

Jelden saflaştırılan ürünler tekrar %1 agaroz jelde yürütülerek kontrol edildi. 

Elde edilen TRIM29 rehber RNA bölgesi ve lentiCRISPRv2 plazmidi ligasyon işlemi 

ile birbirine bağlandı. Ligasyon işlemi için 2 µl TRIM29 ürünü, 2 µl lentiCRISPRv2 

plazmidi ürünü, 1 µl 10x Ligasyon tamponu, 0,5 Ligaz enzimi ve 4,5 µl ddH2O 

kullanılarak PCR cihazında 16 ºC’de gece boyunca inkübe edildi. Ligasyon ürünleri %1 

agaroz jelde yürütüldü ve rekombinant klonlar DNA sekans analizi ile tanımlandı. Elde 

edilen rekombinant plazmidler, plazmid transformasyonu ile metot kısmında belirtildiği 

üzere çoğaltıldı ve izole edildi. SKBr3 hücreleri rekombinant ve boş lentiCRISPRv2 ile 

transfekte edildi. Transfeksiyon işlemi RNAi kısmında belirtildiği şekilde 

Lipofectamin2000 aracılığı ile yapıldı ve transfekte olan hücreler Puromisin yardımı ile 

kültürde seçildi. 

 

http://crispr.mit.edu/
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Şekil 3.9. Boş lentiCRISPRv2 kontrol plazmid vektörünün haritası 

 

LentiCRISPRv2 plazmidi Ampisilin ve Puromisin direnç geni içerir (Snapgene 

2015). Ayrıca 2 adet ekspresyon bölgesi içerir, bunlardan birincisi hSpCas9 ve diğeride 

rehber RNA’dır. Bu plazmid BsnBI kullanılarak kesilir ve aynı enzim ile kesilen rehber 

RNA U6 ve EFS genleri arasına klonlanır. Rehber RNA yardımı ile Cas9 enzimi hedef 

mRNA kodlayan bölgeyi tanır ve bu bölge kesilip genomdan çıkarılır böylece plazmid 

ile enfekte edilen hücre ya da canlı organizma gen bakımından mutant hale gelir 

(Sanjana vd 2014). 

 

3.2.16. İstatistiksel analiz 

 

ATM, TRIM29 ve TWIST1 seviyelerinin bu hastaların yaşam süresi ile olan 

ilişkisini analiz etmek için Kaplan Meier Plotter Breast Cancer web sitesinde bu genlere 

ait probe’ler ile analiz yapıldı. Eş zamanlı qRT-PCR sonucu elde edilen değerler 

Microsoft Excel programında hesaplandı ve her örnek için t testi yapılarak meydana 

gelen değişimlerin istatistiksel açıdan önemli olup olmadığı belirlendi. p < 0,05, p < 

0,01 ve p < 0,001 değerleri kullanılarak istatistiksel açıdan önemli olduğu belirtildi. p > 

0,05 ise istatistiksel açıdan önemli olmayan değişimleri ifade edecek şekilde kullanıldı. 

Aynı grup için elde edilen birden fazla değerin ortalaması alınıp bu değerler arasındaki 

standart sapma hesaplanarak her grafikte hata barı olarak gösterildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Hücre Hatlarının TRIM29 Geni Ekspresyonunun Belirlenmesi 

 

Çalışma kapsamında MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435, 

T47-D, MCF-10, HMEC, SKBr3 ve BT-549 hücrelerinin TRIM29 ekspresyonu 

profilleri test edilmiştir. TRIM29 geninin farklı kanser gruplarında ekspresyonunun 

farklı olduğu bilinmektedir (Hatakeyama 2011). Meme kanseri hücre gruplarında ve 

normal meme epiteli hücresinde TRIM29 gen ekspresyonu miktarları RT-PCR, eş 

zamanlı qRT-PCR ve western blot yöntemleri ile test edildi. RT-PCR için GAPDH, eş 

zamanlı qRT-PCR için Aktin, western blot için ise kontrol olarak Tübülin 

kullanılmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.1. Meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu 

değişimini gösteren RT-PCR sonuçları 

 

 
 

Şekil 4.2. Meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu 

değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Şekil 4.3. Meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde TRIM29 protein ekspresyonu 

değişimini gösteren western blot sonuçları 

 

Eş zamanlı qRT-PCR, RT-PCR ve western blot sonuçları birbirini 

desteklemektedir. Şekil 4.1, 4.2 ve 4.3 gösteriyorki meme kanseri hücre hatları olan 

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, T47-D ve BT-549 TRIM29 eksprese 

etmemektedir. SKBr3, MDA-MB-468 meme kanseri hücresi, HMEC meme epiteli 

hücresi ve ölümsüz MCF-10A hücrelerinin farklı seviyelerde TRIM29 ekspresyonuna 

sahip oldukları belirlenmiştir. SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hücre gruplarının 

MCF-10A ve HMEC hücrelerine kıyasla daha yüksek oranda TRIM29 ekspresyonuna 

sahip oldukları tespit edilmiştir. 

 

4.1.1. 5-aza-2’-deoksisitidin uygulaması sonrası TRIM29 değişimi 

 

TRIM29’un bazı meme kanseri hücrelerinde tespit edilememesinden dolayı bu 

genin kanser hücrelerinde metilasyona uğradığını düşündük ve bir DNA metil transferaz 

inhibitörü olan 5-aza-2’-deoksisitidin kullanarak TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerindeki, TRIM29 ekspresyonu değişimi test edildi. 

Kontrol olarak SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri için de 5-aza-2’-

deoksisitidin kullanıldı ve TRIM29 ekspresyonu değişimi RT-PCR, eş zamanlı qRT-

PCR ve western blot ile analiz edildi. 

 

 
 

Şekil 4.4. 3 ve 5 günlük 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasından sonra TRIM29 mRNA 

ekspresyonu değişimini gösteren RT-PCR sonuçları 
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Şekil 4.5. 3 ve 5 günlük 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasından sonra TRIM29 mRNA 

ekspresyonu değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

 
 

Şekil 4.6. 3 ve 5 günlük 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasından sonra TRIM29 protein 

ekspresyonu değişimini gösteren western blot sonuçları 

 

RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve western blot sonuçlarının uyumlu olduğu 

gözlenmiştir. DNA metilasyonu inhibe edildiği zaman TRIM29 mRNA ekspresyonuna 

sahip olmayan BT-549 ve MDA-MB-231 hücrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu 

normal düzeye ulaşmış ve buna bağlı olarak protein sentezi artmıştır. BT-549 

hücrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu ortalama 5,4 kat, MDA-MB-231 

hücrelerinde ise ortalama 6 kat artmıştır (p < 0,001). SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC 

hücrelerinde 5-aza-2’-deoksisitidin uygulamasından sonra TRIM29 mRNA 

ekspresyonunda istatistiksel açıdan önemli (p > 0,05) bir değişim gözlenmemiştir (Şekil 

4.4, 4.5 ve 4.6). RT-PCR için GAPDH, eş zamanlı qRT-PCR için Aktin ve western blot 

için Tübülin kontrol olarak kullanılmıştır. 
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4.2. ATM Proteininin HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 Ekspresyonuna Etkisi 

 

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinin TRIM29 ekspresyonuna sahip 

olduğu belirlendikten sonra ATM, HIF-1α, TRIM29 ve TWIST bağlantısının kademeli 

olarak araştırılmasını yaptık. Biz çalışma kapsamında ATM tarafından aktive edilen 

NF-κB ve HIF-1α’nın TRIM29 transkripsiyonunda görev alacağını düşündük. 

ATM/NF-κB bağlantısı ise iyi şekilde bilinmektedir. Bu nedenle çalışma kapsamında 

ATM/NF-κB bağlantısını araştırmadık. Çalışmamızda ATM inaktivasyonu sağlayarak 

HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 değişimini SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC 

hücrelerinde test ettik. Ayrıcı bu bağlantıda TRIM29 etkinliğini test etmek için TRIM29 

eksprese etmeyen MDA-MB-231 hücrelerinde ATM inaktivasyonu sonucu HIF-1α ve 

TWIST1 ekspresyonundaki değişimi test ettik. 

 

Open Biosystem’den 5 farklı ATM shRNA plazmidi sipariş edildi. SKBr3, 

MDA-MB-468 ve HMEC için ATM gen inaktivasyonu gerçekleştirildi. İlk deneme 

SKBr3 ile yapıldı ve kullanılan 5 shRNA’dan, 2 tanesinin en yüksek düzeyde 

inaktivasyon sağladığı belirlendi. Bütün shRNA aracılı ATM gen inaktivasyonu 

çalışmalarında bu 2 plazmid vektörü kullanıldı. Kullanılan shRNA plazmidleri, 

shATM-1 ve shATM-2 olarak isimlendirildi. ATM, TWIST1 ve TRIM29 değişimini 

RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve western blot yöntemleri ile test ettik. HIF-1α 

aktivasyon değişimi RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR ile test edildi. HIF-1α proteinini 

normoksi halinde western blot ile belirlenemediği için bu aşamada HIF-1α proteini için 

western blot yapılmamıştır (Bu durumun nedeni kuramsal bilgiler ve kaynak taramaları 

bölümünde açıklanmıştır Bkz. sayfa15-16). RT-PCR için GAPDH, eş zamanlı qRT-

PCR için Aktin ve western blot için Tübülin kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

4.2.1. SKBr3 hücrelerinde ATM, HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 bağlantısı 

 

SKBr3 hücreleri çalışma kapsamında test edilen meme kanseri hücre grupları 

arasında en yüksek TRIM29 ekspresyonuna sahip meme kanseri hücresidir. SKBr3 

hücrelerinde ATM inaktivasyonunun hem HIF-1α hem de TRIM29 ekspresyonunu 

negatif yönde etkilediği belirlenmiştir. ATM inaktivasyonu TWIST1 ekspresyonunu 

arttırmıştır. 
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Şekil 4.7. SKBr3 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR sonuçları 

 

Şekil 4.7’de görülmektedir ki shATM-1 ve shATM-2 plazmid vektörleri ile 

ATM inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. ATM gen ekspresyonundaki azalmayı takiben 

hem HIF-1α hem de TRIM29 mRNA ekspresyonları bazal seviyede düşmüştür. 

TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmıştır.  

 

 
 

Şekil 4.8. SKBr3 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-1α, 

TRIM29 ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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4 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shATM-1 grubu için 

ATM, HIF-1α ve TRIM29 mRNA ekspresyonunda yaklaşık %60’lık, shATM-2 için ise 

yaklaşık %70’lik bir düşüş gözlenmiştir. TWIST1 mRNA ekspresyonunda ise shATM-1 

de 2,5 kat, shATM-2 için 3,5 kattan daha fazla bir artış gözlemlenmiştir. Hem shATM-1 

hem de shATM-2 grubunda eş zamanlı qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel açıdan 

önemli (p < 0,001) miktarda ATM, TRIM29 ve HIF-1α ekspresyonu azalmış, bunu 

takiben TWIST1 ekspresyonu artmıştır (Şekil 4.8). 

 

 
 

Şekil 4.9. SKBr3 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları, RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shATM-1 hem de shATM-2 için ATM ve TRIM29 protein 

ekspresyonunun kontrol grubuna kıyasla azaldığı görülmektedir. TWIST1 protein 

miktarı ise artmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde 

edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.9’da verilmiştir. 

 

4.2.2. MDA-MB-468 hücrelerinde ATM, HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 bağlantısı 

 

MDA-MB-468 hücreleri, SKBr3’ten sonra en yüksek TRIM29 ekspresyonuna 

sahip meme kanseri hücresidir. MDA-MB-468 hücrelerinde de ATM inaktivasyonunun 

hem HIF-1α hem de TRIM29 ekspresyonunu negatif yönde etkilediği belirlenmiştir. 

ATM inaktivasyonu TWIST1 ekspresyonunu arttırmıştır. 
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Şekil 4.10. MDA-MB-468 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef 

genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

Şekil 4.10’da görülmektedir ki shATM-1 ve shATM-2 plazmid vektörleri ile 

ATM inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. ATM gen ekspresyonundaki azalmayı takiben 

hem HIF-1α hem de TRIM29 mRNA ekspresyonları bazal seviyede düşmüştür. 

TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.11. MDA-MB-468 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-

1α, TRIM29 ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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4 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shATM-1 grubu için 

ATM ve HIF-1α mRNA ekspresyonunda yaklaşık %70’lik, shATM-2 için ise yaklaşık 

%80’lik bir düşüş gözlenmiştir. shATM-1 için TRIM29 mRNA ekspresyonunda 

yaklaşık %60’lık, shATM-2 için ise yaklaşık %70’lik bir düşüş gözlenmiştir. TWIST1 

mRNA ekspresyonunda ise shATM-1 de 3,5 kat, shATM-2 için 4 kattan daha fazla bir 

artış gözlemlenmiştir. Hem shATM-1 hem de shATM-2 grubunda eş zamanlı qRT-PCR 

testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda ATM, TRIM29 ve HIF-

1α ekspresyonu azalmış, bunu takiben TWIST1 ekspresyonu artmıştır (Şekil 4.11). 

 

 
 

Şekil 4.12. MDA-MB-468 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları, RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shATM-1 hem de shATM-2 için ATM ve TRIM29 protein 

ekspresyonunun kontrol grubuna kıyasla azaldığı görülmektedir. TWIST1 protein 

ekspresyonu miktarı ise artmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü 

analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.12’de verilmiştir. 

 

4.2.3. HMEC hücrelerinde ATM, HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 bağlantısı 

 

HMEC hücreleri kanser hücresi değildir. Kanser hücreleri ile birlikte birde 

normal hücrelerde TRIM29 ekspresyonunu analiz etmek için HMEC hücrelerinde ATM 

inaktivasyonu sağlanıp, hedef genlerin değişimi analiz edilmiştir. HMEC hücrelerinde 

de ATM inaktivasyonunun hem HIF-1α hem de TRIM29 ekspresyonunu negatif yönde 

etkilediği belirlenmiştir. SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde olduğu gibi ATM 

inaktivasyonu sağlanmış HMEC hücrelerinde de TWIST1 ekspresyonu artmıştır. 
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Şekil 4.13. HMEC hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR sonuçları 

 

Şekil 4.13’te görülmektedir ki shATM-1 ve shATM-2 plazmid vektörleri ile 

ATM inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. ATM gen ekspresyonundaki azalmayı takiben 

hem HIF-1α hem de TRIM29 mRNA ekspresyonları bazal seviyede düşmüştür. 

TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.14. HMEC hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-1α, 

TRIM29 ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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4 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shATM-1 grubu için 

ATM ve HIF-1α mRNA ekspresyonunda yaklaşık %60’lık, shATM-2 için ise yaklaşık 

%80’lik bir düşüş gözlenmiştir. shATM-1 için TRIM29 mRNA ekspresyonunda 

yaklaşık %70’lik, shATM-2 için ise yaklaşık %80’lik bir düşüş gözlenmiştir. TWIST1 

mRNA ekspresyonunda ise shATM-1 de 2,5 kat, shATM-2 için 4 kattan daha fazla bir 

artış gözlemlenmiştir. Hem shATM-1 hem de shATM-2 grubunda eş zamanlı qRT-PCR 

testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda ATM, TRIM29 ve HIF-

1α mRNA ekspresyonu azalmış, bunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmıştır 

(Şekil 4.14). 

 

 
 

Şekil 4.15. HMEC hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları, RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shATM-1 hem de shATM-2 için ATM ve TRIM29 protein 

ekspresyonunun kontrol grubuna kıyasla azaldığı görülmektedir. TWIST1 protein 

miktarı ise artmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde 

edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.15’te verilmiştir. 

 

4.2.4. MDA-MB-231 hücrelerinde ATM, HIF-1α ve TWIST1 bağlantısı 

 

MDA-MB-231, TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan kanser hücresidir. 

TRIM29 eksprese eden meme kanseri ve normal meme epiteli hücrelerinde ATM, 

TRIM29, TWIST1 bağlantısını inceledikten sonra, TRIM29 eksprese etmeyen meme 

kanseri hücresi MDA-MB-231 için ATM, HIF-1α ve TWIST1 arasındaki bağlantıyı 

araştırdık. MDA-MB-231 hücrelerinde de ATM inaktivasyonu HIF-1α ekspresyonunu 

azaltmıştır. ATM ekspresyonunun azalması TWIST1 üzerine istatistiksel açıdan önemli 

bir etki yapmamıştır.  
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Şekil 4.16. MDA-MB-231 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef 

genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

Şekil 4.16’da görülmektedir ki shATM-1 ve shATM-2 plazmid vektörleri ile 

ATM inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. ATM mRNA ekspresyonundaki azalmayı 

takiben HIF-1α mRNA ekspresyonu bazal seviyede düşmüştür. TWIST1 mRNA 

ekspresyonunda ise değişim gözlenmemiştir. 

 

 
 

Şekil 4.17. MDA-MB-231 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben ATM, HIF-

1α ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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3 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shATM-1 ve shATM-2 

grupları için ATM mRNA ekspresyonunda yaklaşık %60’tan fazla bir azalma 

gözlenmiştir. HIF-1α mRNA ekspresyonunda ise shATM-1 için %60’tan fazla, shATM-

2 için yaklaşık %80’lik düşüş gözlenmiştir. TWIST1 mRNA ekspresyonunda ise hem 

shATM-1 hem de shATM-2 için istatistiksel açıdan önemli bir fark gözlenmemiştir. 

Hem shATM-1 hem de shATM-2 grubunda eş zamanlı qRT-PCR testi sonrasında 

istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda ATM ve HIF-1α mRNA ekspresyonu 

azalmıştır. TWIST1 ekspresyonundaki değişim ise istatistiksel açıdan önemli değildir (p 

> 0,05) (Şekil 4.17). 

 

 
 

Şekil 4.18. MDA-MB-231 hücre grubunda ATM inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları, RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shATM-1 hem de shATM-2 grupları için ATM inaktivasyonu sonucu 

ATM protein ekspresyonu azalmıştır. Bunu takibinde TWIST1 protein ekspresyonunda 

önemli bir değişme olmamıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi 

sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.18’de verilmiştir. 

 

4.2.5. İyonize radyasyonun TRIM29 üzerine etkisi 

 

Literatür özetinde bahsedildiği üzere ATM iyonize radyasyon sonrası meydana 

gelen DNA çift kol kırıklarının tamirinde görev alan bir protein kinazdır (Bakkenist ve 

Kastan 2003). ATM inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu azaltması sebebiyle 

iyonize radyasyonun TRIM29 üzerine etkisini araştırmak istedik. SKBr3, MDA-MB-

468 ve HMEC hücreleri 10 saniye boyunca 10 Gy radyasyona maruz bırakıldı ve 18 

saat inkübasyondan sonra eş zamanlı qRT-PCR ve western blot ile TRIM29 

ekspresyonu değişimi test edildi. γH2AX bir histon protein ailesi üyesidir ve DNA 

hasarı belirteci olarak kullanılır (Celeste vd 2002).  
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γH2AX uygulanan radyasyonun kontrolünü sağlamak için kontrol olarak 

western blot analizi için kullanılmıştır. GAPDH eş zamanlı qRT-PCR, α-Aktin western 

blot analizi için kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.19. IR uygulaması sonrası TRIM29 mRNA ekspresyonu değişimini gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

IR sonrası TRIM29 mRNA ekspresyonunda istatistiksel açıdan önemli herhangi 

bir değişim gözlenmemiştir (p > 0,05) (Şekil 4.19).  

 

 
 

Şekil 4.20. IR uygulaması sonrası TRIM29 ve γH2AX protein ekspresyonu değişimini 

gösteren western blot sonuçları 
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Western blot analizi sonucu TRIM29 protein ekspresyonunda IR uygulaması 

sonrası herhangi bir değişim gözlenmemiştir. Kontrol olarak kullanılan γH2AX protein 

ekspresyonu ise kontrole kıyasla IR uygulaması sonrası artmıştır. Photoshop programı 

ile elde edilen band sinyali analizi sonuçları Şekil 4.20’de verilmiştir. 

 

4.3. NF-κB Proteininin HIF-1α ve TRIM29 Üzerine Etkisi 

 

Literatür özetinde bahsedildiği gibi NF-κB, ATM proteini tarafından aktive 

edilen bir transkripsiyon faktörüdür (Rosato vd 2009). ATM’nin TRIM29 

ekspresyonunda etkili olduğunu anladıktan sonra bunu hangi transkripsiyon faktörü 

aracılığı ile yaptığını ve bu yolakta hangi hücresel mekanizmaların etkili olduğunu 

araştırmak istedik. ATM tarafından aktive edilen ve birbiriyle bağlantılı NF-κB ve HIF-

1α transkripsiyon faktörlerini hedef olarak belirledik. İlk olarak NF-κB’nin HIF-1α ve 

TRIM29 ile bağlantısını araştırdık. RelA, NF-κB alt birimidir ve NF-κB aktivasyonu 

için elzemdir (Pahl 1999). Çalışma kapsamında SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC 

hücreleri için RelA inaktif hücreler oluşturuldu. Bunun için Open Biosystem’den 5 

farklı shRNA spariş edildi. En iyi inaktivasyon sağlanan iki adet shRNA plazmidi 

kullanıldı ve bunlar shRelA-1 ve shRelA-2 olarak isimlendirildi. RelA inaktif 

hücrelerde RelA, TRIM29 ekspresyonu RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve western blot 

ile analiz edildi. RelA inaktivasyonunun HIF-1α ekspresyonuna etkisi RT-PCR ve eş 

zamanlı qRT-PCR ile analiz edildi. Literatür özetinde belirtildiği üzere normal 

koşullarda HIF-1α proteinini O2 bağımlı mekanizma ile parçalandığı için, bu protein 

normoksi halinde western blot ile çoğu zaman belirlenemez. Bu nedenle bu aşamada 

HIF-1α proteini için western blot yapılmamıştır. NF-κB, TWIST1 ilişkisi önceden 

çalışıldığı için bu aşamada ayrıca TWIST1 değişimi analiz edilmedi. RT-PCR ve eş 

zamanlı qRT-PCR için GAPDH, western blot analizi için α-Aktin kontrol olarak 

kullanılmıştır. 

 

4.3.1. SKBr3 hücrelerinde NF-κB, HIF-1α ve TRIM29 bağlantısı 

 

SKBr3 hücrelerinde RelA inaktivasyonu hem HIF-1α hem de TRIM29 

ekspresyonunu negatif yönde etkilemiştir. shRelA-2 grubu için daha yüksek oranda 

inaktivasyon sağlanmıştır.  
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Şekil 4.21. SKBr3 hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR sonuçları 

 

Şekil 4.21’de görülmektedir ki shRelA-1 ve shRelA-2 plazmid vektörleri ile 

RelA inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. shRelA-2 plazmidi ile SKBr3 hücreleri için 

daha yüksek inaktivasyon sağlanmıştır. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grubundaki 

RelA mRNA ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak HIF-1α ve TRIM29 mRNA 

ekspresyonları bazal seviyede düşmüştür. 

 

 
 

Şekil 4.22. SKBr3 hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben RelA, HIF-1α ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı 

qRT-PCR sonuçları 
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3 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları tek grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shRelA-1 grubu için 

RelA mRNA ekspresyonunda yaklaşık %70’lik bir azalma gözlenmiştir, shRelA-2 için 

ise %80’den daha fazla bir azalma belirlenmiştir. HIF-1α mRNA ekspresyonunda ise 

shRelA-1 için yaklaşık %75, shRelA-2 için %80’den fazla bir düşüş gözlenmiştir. 

shRelA-1 grubunda TRIM29 mRNA ekspresyonunda yaklaşık %80’lik, shRelA2 

grubunda ise yaklaşık %90’lık bir azalma belirlenmiştir. Hem shRelA-1 hem de 

shRelA-2 grubunda eş zamanlı qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p 

< 0,001) miktarda RelA, HIF-1α ve TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmıştır (Şekil 

4.22). 

 

 
 

Şekil 4.23. SKBr3 hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grupları için RelA inaktivasyonu sonucu 

NF-κB protein ekspresyonu azalmıştır. Bunu takibinde TRIM29 protein ekspresyonuda 

azalmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen 

bant kıyaslamaları Şekil 4.23’te verilmiştir. 

 

4.3.2. MDA-MB-468 hücrelerinde NF-κB, HIF-1α ve TRIM29 bağlantısı 

 

MDA-MB-468 hücrelerinde RelA inaktivasyonu hem HIF-1α hem de TRIM29 

ekspresyonunu negatif yönde etkilemiştir. shRelA-2 grubu için daha yüksek oranda 

inaktivasyon sağlanmıştır.  
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Şekil 4.24. MDA-MB-468 hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef 

genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

Şekil 4.24’te görülmektedir ki shRelA-1 ve shRelA-2 plazmid vektörleri ile 

RelA inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 plazmidi ile 

MDA-MB-468 hücreleri için yüksek oranda inaktivasyon sağlanmıştır. Hem shRelA-1 

hem de shRelA-2 grubundaki RelA mRNA ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak 

HIF-1α ve TRIM29 mRNA ekspresyonları bazal seviyede düşmüştür. 

 

 
 

Şekil 4.25. MDA-MB-468 hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben RelA, HIF-1α 

ve TRIM29 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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3 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları tek grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shRelA-1 grubu için 

RelA mRNA ekspresyonunda yaklaşık 60’lık bir azalma gözlenmiştir, shRelA-2 için ise 

yaklaşık 80’lik azalma belirlenmiştir. HIF-1α mRNA ekspresyonunda shRelA-1 için 

yaklaşık %65’lik, shRelA-2 için %70’lik düşüş gözlenmiştir. shRelA-1 grubunda 

TRIM29 mRNA ekspresyonunda yaklaşık 65’lik, shRelA2 grubunda ise yaklaşık 

%80’lik bir azalma belirlenmiştir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grubunda eş 

zamanlı qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda 

RelA, HIF-1α ve TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmıştır (Şekil 4.25). 

 

 
 

Şekil 4.26. MDA-MB-468 hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grupları için RelA inaktivasyonu sonucu 

NF-κB protein ekspresyonu azalmıştır. Bunu takiben TRIM29 protein ekspresyonuda 

azalmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen 

bant kıyaslamaları Şekil 4.26’da verilmiştir. 

 

4.3.3. HMEC hücrelerinde NF-κB, HIF-1α ve TRIM29 bağlantısı 

 

HMEC hücrelerinde NF-κB inaktivasyonu hem HIF-1α hem de TRIM29 

ekspresyonunu negatif yönde etkilemiştir. shRel-1 ve shRel2 için hemen hemen eşit 

oranda inaktivasyon sağlanmıştır. 
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Şekil 4.27. HMEC hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR sonuçları 

 

Şekil 4.27’de görülmektedir ki shRelA-1 ve shRelA-2 plazmid vektörleri ile 

RelA inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 plazmidi ile 

HMEC hücreleri için yüksek oranda inaktivasyon sağlanmıştır. Hem shRelA-1 hem de 

shRelA-2 grubundaki RelA mRNA ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak HIF-1α 

ve TRIM29 mRNA ekspresyonları bazal seviyede düşmüştür. 

 

 
 

Şekil 4.28. HMEC hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben RelA, HIF-1α ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı 

qRT-PCR sonuçları 
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3 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları tek grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. shRelA-1 ve shRelA-2 

için RelA mRNA ekspresyonunda %70’ten fazla azalma gözlenmiştir. HIF-1α için 

shRelA-1 için yaklaşık %75’lik, shRelA-2 için yaklaşık %85’lik düşüş gözlenmiştir. 

shRelA-1 grubunda TRIM29 mRNA ekspresyonunda %70’lik, shRelA2 grubunda ise 

%80’den fazla bir azalma belirlenmiştir. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grubunda eş 

zamanlı qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda 

RelA, HIF-1α ve TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmıştır (Şekil 4.28). 

 

 
 

Şekil 4.29. HMEC hücre grubunda RelA inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shRelA-1 hem de shRelA-2 grupları için RelA inaktivasyonu sonucu 

NF-κB protein ekspresyonu azalmıştır. Bunu takibinde TRIM29 protein ekspresyonu da 

azalmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen 

bant kıyaslamaları Şekil 4.29’da verilmiştir. 

 

4.3.4. NAC uygulamasının HIF-1α ve TRIM29 ekspresyonuna etkisi 

 

NF-κB mRNA seviyesindeki azalmayı takiben HIF-1α ve TRIM29 seviyelerinin 

azalmasından dolayı bu yolak üzerine antioksidan kullanımının nasıl etki edeceğini 

araştırmak istedik. Çünkü Alpay vd (2015) hücrelerin yüksek dozda NAC (N-asetil 

sistein)’ye maruz bırakılmalarının NF-κB transkripsiyonel aktivitesini azalttığını 

belirtmişlerdir. Çalışmamızda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri kültür 

ortamına NAC eklenerek kültüre edildi. Daha sonra RelA, HIF-1α ve TRIM29 mRNA 

ekspresyonu değişimleri eş zamanlı qRT-PCR ile analiz edildi. GAPDH eş zamanlı 

qRT-PCR analizi için kontrol olarak kullanıldı. 
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Şekil 4.30. SKBr3 hücre grubunda NAC uygulaması sonrası RelA, HIF-1α ve TRIM29 

mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 

 

SKBr3 hücrelerinde NAC uygulamasını takiben RelA, HIF-1α ve TRIM29 

mRNA ekspresyonu azalmıştır. NAC uygulaması sonrası RelA mRNA ekspresyonu 

ortalama yüzde %80 azalmıştır. HIF-1α mRNA ekspresyonu ortalama %50 oranında 

azalmıştır. TRIM29 mRNA ekspresyonu ise ortalama %30 oranında azalma olmuştur. 

Meydana gelen değişimler istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001) (Şekil 4.30). 

 

 
 

Şekil 4.31. MDA-MB-468 hücre grubunda NAC uygulaması sonrası RelA, HIF-1α ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı 

qRT-PCR sonuçları 
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MDA-MB-468 hücrelerinde NAC uygulamasını takiben NF-κB, HIF-1α ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonu azalmıştır. NAC uygulaması sonrası NF-κB mRNA 

ekspresyonu ortalama yüzde %85 azalmıştır. HIF-1α mRNA ekspresyonu ortalama % 

80 oranında azalmıştır. TRIM29 mRNA ekspresyonu ise ortalama % 40 oranında 

olmuştur. Meydana gelen değişimler istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001) (Şekil 

4.31). 

 

 
 

Şekil 4.32. HMEC hücre grubunda NAC uygulaması sonrası RelA, HIF-1α ve TRIM29 

mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 

 

HMEC hücrelerinde NAC uygulamasını takiben RelA, HIF-1α ve TRIM29 

bazal mRNA ekspresyonu azalmıştır. NAC uygulaması sonrası RelA mRNA 

ekspresyonu ortalama yüzde %70 azalmıştır. HIF-1α mRNA ekspresyonu ortalama % 

75 oranında azalmıştır. TRIM29 mRNA ekspresyonu ise ortalama % 40 oranında 

olmuştur. Meydana gelen değişimler istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001) (Şekil 

4.32).  

 

4.4. HIF-1α Proteininin TRIM29 ve TWIST1 Üzerine Etkisi 

 

Hem ATM hem de NF-κB inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu negatif 

yönde etkilediğini belirledikten sonra bu bağlantıda HIF-1α proteininin rolünü 

araştırdık. Ayrıca önceden tanımlanmış HIF-1α, TWIST1 bağlantısını meme kanseri 

hücrelerinde çalıştık. Biz HIF-1α inaktivasyonunu sağlayarak TRIM29 ve TWIST1 

değişimini SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde test ettik. Ayrıca bu 

bağlantıda TRIM29 etkinliğini test etmek için TRIM29 ekspresyonu gözlenmeyen 

MDA-MB-231 hücrelerinde HIF-1α inaktivasyonu sonucu TWIST1 ekspresyonundaki 

değişimi test ettik. 

 

Open Biosystem’den 5 farklı HIF-1α shRNA plazmidi sipariş edildi. SKBr3, 

MDA-MB-468, HMEC ve MDA-MB-231 için HIF-1α gen inaktivasyonu 
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gerçekleştirildi. İlk deneme SKBr3 ile yapıldı ve kullanılan 5 shRNA’dan, 3 tane en 

yüksek düzeyde inaktivasyon sağlanan shRNA vektör belirlendi. RT-PCR sonuçlarını 

test etmek bu 3 plazmid vektörü kullanıldı. Eş zamanlı qRT-PCR ve western blot sonuç 

değerlendirmeleri en iyi inaktivasyon sağlayan 2 shRNA kullanılarak yapıldı. 

Kullanılan shRNA plazmidleri, shHIF-1, shHIF-2 ve shHIF-3 olarak isimlendirildi. 

TRIM29 ve TWIST1 değişimini RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve western blot 

yöntemleri ile test ettik. HIF-1α aktivasyon değişimi RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR 

ile test edildi. HIF-1α proteinini normoksi halinde western blot ile belirlenemediği için 

bu aşamada HIF-1α proteini için western blot yapılmamıştır. RT-PCR için GAPDH, eş 

zamanlı qRT-PCR için Aktin ve western blot için α-Aktin kontrol olarak kullanılmıştır. 

Ayrıca önceki çalışmalarda HIF-1α hedef geni olarak bilinen CAIX (Wykoff vd 2000), 

RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR testleri için kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

4.4.1. SKBr3 hücrelerinde HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 bağlantısı 

 

SKBr3 hücrelerinde HIF-1α inaktivasyonu TRIM29 ekspresyonunu negatif 

yönde etkilediği belirlenmiştir, diğer yandan TWIST1 ekspresyonunu arttırmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.33. SKBr3 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR sonuçları 

 

RT-PCR sonuçları incelendiği zaman kullanılan 3 shRNA plazmidi içinde HIF-

1α inaktivasyonunun sağlandığı görülmektedir. Bunu takiben HIF-1α, CAIX ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonları azalmıştır. TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmıştır. 

En iyi inaktivasyon shHIF-3 grubunda elde edilmiştir (Şekil 4.33). 
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Şekil 4.34. SKBr3 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben HIF-1α, TRIM29, 

CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren 

eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

4 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. Eş zamanlı qRT-PCR 

shHIF-2 ve shHIF-3 örnekleri için analiz edilmiştir. shHIF-2 için HIF-1α, TRIM29 ve 

CAIX mRNA ekspresyonlarında yaklaşık %70’lik bir azalma gözlenmiştir. shHIF-3 

için HIF-1α mRNA ekspresyonu yaklaşık %80, TRIM29 ve CAIX mRNA 

ekspresyonlarında ise %90’lık azalma elde edilmiştir. shHIF-2 için TWIST1 

ekspresyonunda 1,9 katlık, shHIF-3 için ise 3,2 katlık bir artma söz konusudur. Hem 

shHIF-2 hem de shHIF-3 grubunda eş zamanlı qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel 

açıdan önemli (p < 0,001) miktarda HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu 

azalmış, bunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmıştır (Şekil 4.34). 
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Şekil 4.35. SKBr3 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Hem shHIF-2 hem de shHIF-3 grupları için HIF-1α inaktivasyonu sonucu 

TRIM29 protein ekspresyonu azalmıştır. TWIST1 protein ekspresyonu ise artmıştır. 

Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant 

kıyaslamaları Şekil 4.35’te verilmiştir. 

 

4.4.2. MDA-MB-468 hücrelerinde HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 bağlantısı 

 

MDA-MB-468 hücrelerinde HIF-1α inaktivasyonu TRIM29 ekspresyonunu 

negatif yönde etkilediği belirlenmiştir, diğer yandan TWIST1 ekspresyonunu 

arttırmıştır. En iyi HIF-1α inaktivasyonu shHIF-3 ile sağlanmıştır. 

 



BULGULAR                                                                                           Muzaffer DÜKEL 

 77 

 
 

Şekil 4.36. MDA-MB-468 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef 

genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

RT-PCR sonuçları incelendiği zaman kullanılan 3 shRNA plazmidi içinde HIF-

1α inaktivasyonunun sağlandığı görülmektedir. Bunu takiben HIF-1α, CAIX ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonları azalmıştır. TWIST1 mRNA ekspresyonu ise artmıştır 

En iyi inaktivasyon shHIF-3 grubunda elde edilmiştir (Şekil 4.36). 

 

 
 

Şekil 4.37. MDA-MB-468 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben HIF-1α, 

TRIM29, CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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4 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. Eş zamanlı qRT-PCR 

shHIF-2 ve shHIF-3 örnekleri için analiz edilmiştir. shHIF-2 için HIF-1α mRNA 

ekspresyonunda yaklaşık %70’lik, shHIF-3 için ise yaklaşık %85’lik azalma 

gözlenmiştir. TRIM29 mRNA ekspresyonu shHIF-2 için %85, shHIF-3 için ise 

%90’dan daha fazla miktarda düşmüştür. shHIF-2 grubunda CAIX mRNA ekspresyonu 

yaklaşık %60, shHIF-3 için ise %80 oranında azalmıştır. shHIF-2 için TWIST1 mRNA 

ekspresyonunda 2,1 katlık, shHIF3 için ise 4,2 katlık bir artma söz konusudur. Hem 

shHIF-2 hem de shHIF-3 grubunda eş zamanlı qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel 

açıdan önemli (p < 0,001) miktarda HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu 

azalmış, bunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmıştır (Şekil 4.37). 

 

 
 

Şekil 4.38. MDA-MB-468 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef 

protein miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot 

sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. TRIM29 protein ekspresyonu HIF-1α inaktivasyonu sonrası azalmıştır. 

TWIST1 protein ekspresyonu ise artmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant 

büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.38’de verilmiştir. 

 

4.4.3. HMEC hücrelerinde HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 bağlantısı 

 

HMEC hücrelerinde HIF-1α inaktivasyonu TRIM29 ekspresyonunu negatif 

yönde etkilediği belirlenmiştir, diğer yandan TWIST1 ekspresyonunu arttırmıştır. 

HMEC hücre grubu için yüksek HIF-1α inaktivasyonu shHIF-1 ve shHIF-3 plazmid 

vektörleri ile elde edilmiştir. 
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Şekil 4.39. HMEC hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef genlerdeki 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR sonuçları 

 

HMEC HIF-1α inaktivasyonu için kullanılan vektörlerden shHIF-1 ve shHIF-

3’ten yüksek oranda inaktivasyon elde edilmiştir. HIF-1α mRNA ekspresyonundaki 

azalmayı takiben CAIX ve TRIM29 mRNA ekspresyonları azalmıştır. TWIST1 mRNA 

ekspresyonu artmıştır (Şekil 4.39). 

 

 
 

Şekil 4.40. HMEC hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben HIF-1α, TRIM29, 

CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren 

eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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4 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. Eş zamanlı qRT-PCR 

shHIF-1 ve shHIF-3 örnekleri için analiz edilmiştir. shHIF-1 için HIF-1α mRNA 

ekspresyonunda %70’den fazla, shHIF-3 için ise %90’lık azalma gözlenmiştir. TRIM29 

mRNA ekspresyonu shHIF-1 için %60, shHIF-3 için ise %80 düşmüştür. shHIF-1 

grubunda CAIX mRNA ekspresyonu %60’tan fazla, shHIF-3 için ise %80 oranında 

azalmıştır. shHIF-1 için TWIST1 mRNA ekspresyonunda 2,2 katlık, shHIF-3 için ise 

4,2 katlık bir artma söz konusudur. Hem shHIF-1 hem de shHIF-3 grubunda eş zamanlı 

qRT-PCR testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda HIF-1α, 

TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu azalmış, bunu takiben TWIST1 mRNA 

ekspresyonu artmıştır (Şekil 4.40). 

 

 
 

Şekil 4.41. HMEC hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef protein 

miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. TRIM29 protein ekspresyonu HIF-1α inaktivasyonu sonrası azalmıştır. 

TWIST1 protein ekspresyonu ise artmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant 

büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.41’de verilmiştir. 

 

4.4.4. MDA-MB-231 hücrelerinde HIF-1α ve TWIST1 bağlantısı 

 

TRIM29 ekspresyonunun HIF-1α tarafından kontrol edildiğini ve HIF-1α 

inaktivasyonunun TWIST1’i pozitif olarak etkilediğini anladıktan sonra, TRIM29 

yokluğunda bu bağlantının nasıl gerçekleştiğini anlamak için MDA-MB-231 

hücrelerinde HIF-1α inaktivasyonu sonucu TWIST1 ekspresyonu RT-PCR ve eş 

zamanlı qRT-PCR ile analiz edildi. 
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Şekil 4.42. MDA-MB-231 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben hedef 

genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

HIF-1α inaktivasyonu sonucu TRIM29 eksprese eden hücrelerdekinin aksine 

TWIST1 mRNA ekspresyonu azalmıştır. En iyi inaktivasyon shHIF-1 grubunda elde 

edilmiştir. Kontrol olarak kullanılan HIF-1α hedef geni CAIX mRNA ekspresyonuda 

azalmıştır (Şekil 4.42). 

 

 
 

Şekil 4.43. MDA-MB-231 hücre grubunda HIF-1α inaktivasyonunu takiben HIF-1α, 

CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren 

eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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3 farklı gene ait eş zamanlı qRT-PCR sonuçları aynı grafikte verilmiştir. Eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları, RT-PCR sonuçları ile uyumludur. Eş zamanlı qRT-PCR 

shHIF-1 ve shHIF-3 örnekleri için analiz edilmiştir. shHIF-1 için HIF-1α mRNA 

ekspresyonunda %90’dan fazla, shHIF-3 için ise %70’lik azalma gözlenmiştir. shHIF-1 

grubunda CAIX mRNA ekspresyonu yaklaşık %90, shHIF-3 için ise %70 oranında 

azalmıştır. shHIF-1 için TWIST1 mRNA ekspresyonu yaklaşık %90, shHIF-3 için ise 

%75 oranında azalmıştır. Hem shHIF-1 hem de shHIF-3 grubunda eş zamanlı qRT-PCR 

testi sonrasında istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) miktarda HIF-1α, TWIST1 ve 

CAIX mRNA ekspresyonu azalmıştır (Şekil 4.43). 

 

4.5. Hipoksi’nin TRIM29 ve TWIST1 Üzerine Etkisi 

 

HIF-1α inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu azalttığı ve TWIST1 

seviyesini arttırdığını ortaya çıkardıktan sonra HIF-1α artışının bu bağlantıyı nasıl 

etkilediğini araştırdık. Bunun için SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde 

hipoksik koşullarda TRIM29 ve TWIST1 değişimini araştırdık. MDA-MB-231 ve BT-

549 hücrelerinde hipoksik koşullarda TWIST1 değişimini test ettik. SKBr3, MDA-MB-

468 ve HMEC hücreleri hipoksiye maruz bırakıldı. RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve 

western blot yöntemleri ile HIF-1α, TRIM29, TWIST1 ve CAIX ekspresyonu 

değişimleri test edildi. TWIST1 ekspresyonunun TRIM29 yokluğunda nasıl 

gerçekleştiğini anlamak için TRIM29 eksprese etmeyen MDA-MB-231 ve BT-549 

hücreleri hipoksiye maruz bırakıldı. TWIST1 ekspresyonu değişimi eş zamanlı qRT-

PCR ve western blot ile analiz edildi. İlk aşamada hipoksi uygulaması 18 saat boyunca 

%1 O2’de 37°C’de gerçekleştirildi. Grafikler oluşturulurken bazı kısaltmalar kullanıldı. 

MDA-MB-468 hücreleri için “468”, MDA-MB-231 hücreleri için “231”, hipoksi için 

“Hip” ve normoksi için ise “Nor” kısaltmaları kullanılmıştır. RT-PCR ve eş zamanlı 

qRT-PCR için GAPDH, western blot için α-Aktin kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

4.5.1. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde hipoksi uygulamasının 

TRIM29-TWIST1 üzerine etkisi 

 

Literatürde hipoksi sırasında HIF-1α mRNA düzeyi değişimi ile ilgili farklı 

bilgiler bulunmaktadır. Biz bu çalışmada SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC için HIF-

1α, TRIM29, CAIX ve TWIST1 ekspresyonu değişimlerini analiz ettik.  
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Şekil 4.44. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücre grubunda normoksi ve hipoksi 

sırasında hedef genlerin mRNA ekspresyonu değişimini gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

HIF-1α, CAIX ve TRIM29 mRNA ekspresyonlarında hipoksi uygulaması 

sonrası, normoksik koşullara kıyasla artış gözlenmiştir. TWIST1 mRNA seviyesinde 

herhangi bir artış gözlenmemiştir (Şekil 4.44). 

 

 
 

Şekil 4.45. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücre grubunda hipoksi uygulaması 

sonrası, normoksi durumuna kıyasla HIF-1α ve TRIM29 mRNA 

ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 
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Grafik incelendiği zaman hipoksi uygulaması sonrası SKBr3, MDA-MB-468 ve 

HMEC hücrelerinde TRIM29 mRNA ekspresyonu artmıştır. SKBr3 hücrelerinde 4 

kattan fazla, MDA-MB-468 hücrelerinde 2,5 kattan fazla ve HMEC hücreleri için 3 

kattan fazla TRIM29 mRNA ekspresyonu artışı gözlenmiştir. HIF-1α mRNA 

ekspresyonu da SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri için yaklaşık 2 kat artış 

göstermiştir. Bu çalışmada meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde hipoksi sırasında 

HIF-1α ve TRIM29 mRNA ekspresyonunun istatistiksel açıdan önemli (p < 0,001) 

seviyede arttığını belirledik (Şekil 4.45). 

 

 
 

Şekil 4.46. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücre grubunda hipoksi uygulaması 

sonrası, normoksi durumuna kıyasla CAIX ve TWIST1 mRNA 

ekspresyonundaki değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 

 

Hipoksik koşulların doğru olarak uygulandığını test etmek için, HIF-1α’nın yanı 

sıra HIF-1α tarafından hipoksi sırasında ekspresyonu uyarılan CAIX geninin mRNA 

ekspresyonu da test edildi. Meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde hipoksik 

koşullarda CAIX mRNA ekspresyonunun arttığı belirlenmiştir. TWIST1 mRNA 

ekspresyonunda ise istatistiksel açıdan önemli bir değişim gözlenmemiştir (p > 0,05) 

(Şekil 4.46). 
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Şekil 4.47. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücre grubunda normoksi ve hipoksi 

sırasında hedef protein miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren 

western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

Kontrol olarak test edilen HIF-1α ve CAIX protein ekspresyonlarında artış 

gözlenmiştir. TRIM29 protein ekspresyon artışı RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR 

analizi sonuçları ile uyumludur. Hipoksik koşullarda TRIM29 protein ekspresyonunda 

SKBr3 için 3,8 kat, MDA-MB-468 için 2,4 kat ve HMEC için 2,8 kat artış 

belirlenmiştir. TWIST1 protein ekspresyonunda herhangi bir değişim gözlenmemiştir. 

Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant 

kıyaslamaları Şekil 4.47’de verilmiştir. 

 

4.5.2. MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinde hipoksi uygulamasının TWIST1 

ekspresyonu üzerine etkisi 

 

Literatür özetinde belirtildiği gibi HIF-1α’nın hipoksik koşullarda TWIST1 

ekspresyonunu arttırdığı bilinmektedir (Yang vd 2008). Ancak, TRIM29 eksprese eden 

hücrelerle yaptığımız çalışmada hipoksi sırasında TWIST1 ekspresyonunda herhangi bir 

değişim belirlenmedi. Bu sebeple TRIM29 eksprese etmeyen MDA-MB-231 ve BT-549 

hücreleri hipoksiye maruz bırakılarak HIF-1α, TWIST1 ve CAIX ekspresyonu değişimi 

eş zamanlı qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Eş zamanlı qRT-PCR için 

GAPDH, western blot için α-Aktin kontrol olarak kullanılmıştır.  
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Şekil 4.48. MDA-MB-231 hücre grubunda hipoksi uygulaması sonrası, normoksi 

durumuna kıyasla HIF-1α, TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonundaki 

değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

Grafik incelendiği zaman MDA-MB-231 hücreleri için hipoksi durumunda HIF-

1α, TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonlarının arttığı görülmektedir. Bütün artışlar 

istatistiksel açıdan (p < 0,001) önemlidir (Şekil 4.48). 
 

 
 

Şekil 4.49. BT-549 hücre grubunda hipoksi uygulaması sonrası, normoksi durumuna 

kıyasla HIF-1α, TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonundaki değişim 

miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Grafik incelendiği zaman BT-549 hücreleri için hipoksi durumunda HIF-1α, 

TWIST1 ve CAIX mRNA ekspresyonlarının arttığı görülmektedir. Bütün artışlar 

istatistiksel açıdan (p < 0,001) önemlidir (Şekil 4.49). 

 

 
 

Şekil 4.50. MDA-MB-231 ve BT-549 hücre grubunda normoksi ve hipoksi sırasında 

hedef protein miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western blot 

sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

HIF-1α ve CAIX kontrol olarak kullanılmıştır ve hipoksi uygulanmasından 

sonra protein ekspresyonlarında artış gözlenmiştir. TWIST1 protein ekspresyonu, 

TRIM29 eksprese eden hücrelerin aksine artış göstermiştir (Bkz. Şekil 4.47). Hipoksik 

koşullarda TWIST1 protein ekspresyonunda artışları eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen 

bant kıyaslamaları Şekil 4.50’de verilmiştir. 

 

4.5.3. Hipoksi süresinin TRIM29 ve TWIST1 ekspresyonuna etkisi 

 

SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hücrelerinde hipoksi uygulamasının 

TRIM29 ekspresyonunu arttırdığını, TWIST1’in ise değişmediğini belirledikten sonra 

uygulanan hipoksi süresinin etkisini araştırdık. Bunun için SKBr3 ve MDA-MB-468 

meme kanseri hücreleri %1 O2, 37ºC’de 2, 4, 8, 12, 16, 18 ve 24 saat boyunca inkübe 

edildi. RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR ile HIF-1α, TRIM29 ve TWIST1 mRNA 

ekspresyonu değişimleri analiz edildi. Western blot testi ile HIF-1α ve TRIM29 protein 

ekspresyonları değişimi analiz edildi. CAIX RT-PCR analizinde hipoksik gen 

ekspresyon kontrolü için kullanıldı. GAPDH RT-PCR için, Aktin eş zamanlı qRT-PCR 

için ve α-Aktin ise western blot için kontrol olarak kullanıldı. 



BULGULAR                                                                                           Muzaffer DÜKEL 

 88 

 
 

Şekil 4.51. SKBr3 hücre grubunda farklı sürelerde hipoksi uygulamasını takiben hedef 

genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

Şekil 4.51 incelendiği zaman TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonları 

normoksik koşullara kıyasla kademeli olarak arttığı görülmektedir. HIF-1α mRNA 

ekspresyonu ise 8. ve 18. saatlerde en yüksek olduğu görülmektedir. 16. saatte HIF-1α 

mRNA ekspresyonunda küçük bir azalma belirlenmiştir. TWIST1 mRNA ekspresyonu 

kontrole kıyasla değişmemiştir (Şekil 4.51). 

 

 
 

Şekil 4.52. SKBr3 hücre grubunda farklı süreli hipoksi uygulaması sonrası, normoksi 

durumuna kıyasla HIF-1α mRNA ekspresyonu değişimini gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Şekil 4.53. SKBr3 hücre grubunda farklı süreli hipoksi uygulaması sonrası, normoksi 

durumuna kıyasla TRIM29 mRNA ekspresyonu değişimini gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

 
 

Şekil 4.54. SKBr3 hücre grubunda farklı süreli hipoksi uygulaması sonrası, normoksi 

durumuna kıyasla TWIST1 mRNA ekspresyonu değişimini gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

CAIX geni kontrol olarak kullanıldığı ve RT-PCR sonuçlarında ekspresyon 

artışı açıkça görüldüğü için, bu gen için ayrıca eş zamanlı qRT-PCR analizi 

yapılmamıştır. SKBr3 hücrelerinde hipoksi uygulaması sonrası HIF-1α, TRIM29 ve 

TWSIT1’e mRNA ekspresyonu değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları RT-

PCR sonuçları ile uyumludur. HIF-1α mRNA ekspresyonu 4, 8, 12 ve 18 saatlik hipoksi 

uygulamasında artmış, 16 saatlik hipoksi uygulamasında azalmıştır (Şekil 4.52). 
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TRIM29 mRNA ekspresyonu hipoksi uygulamasının her aşamasında artış göstermiştir. 

4, 8, 12, 16 ve 18 saatlik hipoksi uygulaması sonrası TRIM29 mRNA ekspresyonu artışı 

istatistiksel açıdan (p < 0,001), 2 saatlik hipoksi uygulaması sırasında gerçekleşen 

TRIM29 mRNA ekspresyonu artışı da istatistiksel açıdan (p < 0,05) önemlidir (Şekil 

4.53). TWIST1 mRNA ekspresyonundaki hipoksi uygulaması sonrası meydana gelen 

değişimler istatistiksel açıdan önemli değildir (p > 0,05) (Şekil 4.54).  

 

 
 

Şekil 4.55. SKBr3 hücre grubunda normoksi ve farklı sürelerde uygulanan hipoksi 

sırasında hedef protein miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren 

western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

TWIST1 mRNA seviyesi SKBr3 hücrelerinde hipoksi sırasında değişmediği için 

farklı süreli hipoksi testi için ayrıca TWIST1 western blot analizi yapılmadı. Şekil 4.55 

incelendiği zaman uygulanan hipoksi süresi artıkça TRIM29 protein ekspresyonunun 

arttığı belirlenmiştir. HIF-1α protein ekspresyonu normoksik koşullara kıyasla bütün 

hipoksik koşullarda değişik seviyelerde artış göstermiştir. Photoshop programıyla 

yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.55’te 

verilmiştir. 
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Şekil 4.56. MDA-MB-468 hücre grubunda farklı sürelerde hipoksi uygulamasını 

takiben hedef genlerdeki mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren 

RT-PCR sonuçları 

 

MDA-MB-468 hücrelerinde farklı sürelerde uygulanan hipoksi CAIX ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonunu 2. saatten sonra arttırmıştır. TWIST1 ise 2. saatte 

düşmüş, 8. saatte tekrar normal seviyesine yükseldiği tespit edilmiştir. HIF-1α mRNA 

ekspresyonu ise sürekli olarak, farklı oranlarda artmıştır (Şekil 4.56). 

 

 
 

Şekil 4.57. MDA-MB-468 hücre grubunda farklı süreli hipoksi uygulaması sonrası, 

normoksi durumuna kıyasla HIF-1α mRNA ekspresyonu değişimini 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Şekil 4.58. MDA-MB-468 hücre grubunda farklı süreli hipoksi uygulaması sonrası, 

normoksi durumuna kıyasla TRIM29 mRNA ekspresyonu değişimini 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

 
 

Şekil 4.59. MDA-MB-468 hücre grubunda farklı süreli hipoksi uygulaması sonrası, 

normoksi durumuna kıyasla TWIST1 mRNA ekspresyonu değişimini 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

CAIX geni kontrol olarak kullanıldığı ve RT-PCR sonuçlarında ekspresyon 

artışı açıkça görüldüğü için, bu gen için ayrıca eş zamanlı qRT-PCR analizi 

yapılmamıştır. MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksi uygulaması sonrası HIF-1α, 

TRIM29 ve TWSIT1’e değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları RT-PCR 

sonuçları ile uyumludur. HIF-1α mRNA ekspresyonu hipoksi uygulaması sırasında 

bütün zaman aralıklarında artış göstermiştir (Şekil 4.57). TRIM29 mRNA ekspresyonu 
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hipoksi uygulamasının her aşamasında artış göstermiştir. Sadece 2 saatlik hipoksi 

uygulamasındaki TRIM29 mRNA ekspresyon artışı istatistiksel açıdan önemli değildir 

(p > 0,05). 4, 8, 12, 16 ve 18 saatlik hipoksi uygulaması boyunca gözlemlenen TRIM29 

mRNA ekspresyonu artışı istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001) (Şekil 4.58). 

TWIST1 mRNA ekspresyonundaki değişmelerden 2 saatlik hipoksi uygulaması sonrası 

meydana gelen değişim istatistiksel açıdan önemli (p < 0,05) diğer değişimler 

istatistiksel açıdan önemli değildir (p > 0,05) (Şekil 4.59).  

 

 
 

Şekil 4.60. MDA-MB-468 hücre grubunda normoksi ve farklı sürelerde uygulanan 

hipoksi sırasında hedef protein miktarlarındaki ekspresyon değişimini 

gösteren western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 
 

TWIST1 mRNA seviyesi SKBr3 hücrelerinde hipoksi sırasında yüksek oranda 

değişmediği için farklı süreli hipoksi testi için ayrıca TWIST1 western blot analizi 

yapılmadı. Şekil 4.60 incelendiği zaman uygulanan 4 saat dışındaki hipoksi 

uygulamaları süresi artıkça TRIM29 protein ekspresyonunun arttığı belirlenmiştir. En 

yüksek artış 24 saatlik hipoksi uygulaması sonrası elde edilmiştir. HIF-1α protein 

ekspresyonu normoksik koşullara kıyasla bütün hipoksik koşullarda artış göstermiştir. 

En büyük protein ekspresyonu artışı 16. saatte elde edilmiştir. Photoshop programıyla 

yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.60’ta 

verilmiştir. 
 

4.6. Hipoksik HIF-1α ve TRIM29 Ekspresyonunun Kontrolü  

 

4.6.1. ATM inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksik koşullarda 

HIF-1α ve TRIM29 değişimi  

 

Hipoksik koşullar altında TRIM29 ekspresyonunun arttığını belirledikten sonra 

bu kontrolün hipoksi boyunca ATM ya da HIF-1α’dan hangisi aracılığı ile yapıldığını 

araştırdık. Bunun için ATM ve HIF-1α inaktivasyonu sağladığımız SKBr3 ve MDA-
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MB-469 hücreleri %1 O2’de, 37ºC’de 18 saat boyunca hipoksik tankta kültüre edildi. 

ATM, HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu değişimi eş zamanlı qRT-PCR 

ile analiz edildi. ATM inaktif hücrelerde hipoksi uygulaması sonrası HIF-1α ve 

TRIM29 protein ekspresyonu değişimini görmek için western blot analizi yapıldı. 

Ayrıca HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış hücrelere hipoksi uygulaması sonrası TRIM29 

mRNA ve protein ekspresyonu değişimi eş zamanlı qRT-PCR ve western blot ile analiz 

edildi. Eş zamanlı qRT-PCR için Aktin ve western blot için α-Aktin kontrol olarak 

kullanıldı. 

 

 
 

Şekil 4.61. SKBr3 ATM inaktif hücre grubunda hipoksi uygulaması sonrası, normoksi 

durumuna kıyasla ATM, HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu 

değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Şekil 4.62. MDA-MB-468 ATM inaktif hücre grubunda hipoksi uygulaması sonrası, 

normoksi durumuna kıyasla ATM, HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA 

ekspresyonu değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

Bu deney sırasında çalışmanın başlangıç aşamalarında elde edilmiş ATM inaktif 

SKBr3 ve MDA-MB-468 hücreleri kullanılmıştır. İki hücre grubu içinde kontrol 

gruplarına kıyasla, shATM-1 ve shATM-2 gruplarında düşük miktarda ATM, HIF-1α 

ve TRIM29 ekspresyonuna sahip oldukları tekrar belirlenmiştir. Ayrıca ATM 

inaktivasyonu sonrası CAIX ekspresyonunun da normal koşullardaki shATM-1 ve 

shATM-2 için azaldığı görülmüştür. Kontrol gruplarında normoksi ve hipoksi 

koşullarındaki HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu değişimleri, çalışma 

sırasında normoksi-hipoksi koşulları için elde edilen sonuçlar ile uyumludur. HIF-1α, 

TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu hipoksik koşullarda kontrol grubuna kıyasla 

hem SKBr3 hem de MDA-MB-468 hücreleri için artmıştır. Her iki hücre grubu içinde 

shATM-1 ve shATM-2 sonuçları incelendiği zaman ATM inaktivasyonunun hipoksinin 

hem HIF-1α hem de TRIM29 mRNA ekspresyonu artışını engellediği görülmektedir. 

shATM-1 ve shATM-2 gruplarının normoksi ve hipoksi grupları için HIF-1α ve 

TRIM29 ekspresyonunda istatistiksel açıdan önemli bir değişim görülmemektedir (p > 

0,05). shATM-1 ve shATM-2 için CAIX hipoksik koşulları incelendiği zaman ise, 

CAIX için hipoksik koşullarda hem shATM-1 hem de shATM-2 grubu için istatistiksel 

açıdan önemli (p < 0,001) ekspresyon artışı olduğu görülmüştür (Şekil 4.61 ve 4.62). 
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Şekil 4.63. SKBr3 ve MDA-MB-468 ATM inaktif hücrelerde Hipoksi sonrası HIF-1α 

ve TRIM29 protein miktarlarındaki ekspresyon değişimini gösteren western 

blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları incelendiği zaman her iki hücre grubu içinde kontrol 

gruplarında normoksi durumuna kıyasla hem TRIM29 hem de HIF-1α protein 

ekspresyonunda artış görülmektedir. ATM inaktivasyonu sağlanmış shATM-1 ve 

shATM-2 grupları için TRIM29 ifadesi normoksi durumuna kıyasla hipoksi uygulaması 

sonrası değişmemiştir. MDA-MB-468 shATM-1 HIF-1α blotu hariç diğer HIF-1α 

blotlarında normoksiye kıyasla hipoksi uygulaması sonrası HIF-1α protein ekspresyonu 

değişmemiştir (Şekil 4.63).  

 

4.6.2. ATM inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksik koşullarda 

HIF-1α reporter aktivitesi 

 

HIF-1α mRNA ve protein ekspresyonunun ATM inaktif hücrelerde hipoksik 

koşullarda değişmediği ortaya koyduktan sonra SKBr3 ve MDA-MB-468 ATM inaktif 

hücrelerdeki HIF-1α reporter aktivitesini tayin etmek için reporter assay yapıldı. Bunun 

için ATM inaktif hücreler HIF-1α reporter plazmidi ile transfekte edildi ve hücreler %1 

O2’de, 37ºC’de 18 saat boyunca hipoksik tankta kültüre edildi.  
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Şekil 4.64. SKBr3 ATM inaktif hücrelerde hipoksi uygulaması sonrası HIF-1α reporter 

aktivitesi değişimi 

 

 
 

Şekil 4.65. MDA-MB-468 ATM inaktif hücrelerde hipoksi uygulaması sonrası HIF-1α 

reporter aktivitesi değişimi 

 

Grafikler incelendiği zaman hem SKBr3 hem de MDA-MB-468 hücreleri için 

shATM-1 ve shATM-2 gruplarında HIF-1α reporter aktivitesinin düştüğü 

görülmektedir. Kontrol gruplarında hipoksi uygulaması sonrası her iki hücre grubunda 

da normoksiye kıyasla HIF-1α reporter aktivitesi artış göstermiştir. Bu artış SKBr3 

hücreleri için 1,9 kat, MDA-MB-468 hücreleri için 2,2 kat olarak gerçekleşmiştir. 

shATM gruplarında ise normoksi durumunda HIF-1α reporter aktivitesi azalmıştır. Bu 

azalma SKBr3 için ortalama 2,3 kat, MDA-MB-468 hücreleri içinse 2,2 olarak 

gerçekleşmiştir. Kontrol gruplarında hipoksik ve normoksik koşullarda HIF-1α reporter 
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aktivitesinde meydana gelen değişim istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001). 

Normoksik shATM-1ve shATM-2 için HIF-1α reporter aktivitesinde meydan gelen 

düşüş istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001). Her iki hücre grubunda da shATM 

hipoksi gruplarında, normoksiye kıyasla istatistiksel açıdan önemli bir değişim 

gözlenmemiştir (p > 0,05) (Şekil 4.64 ve 4.65). 

 

4.6.3. HIF-1α inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksik koşullarda 

TRIM29 değişimi  

 

HIF-1α inaktivasyonunun TRIM29 ekspresyonunu azalttığını ve hipoksik 

koşullarda artmış HIF-1α ekspresyonunun TRIM29 ekspresyonunu arttırdığını 

belirledikten sonra, HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış hücrelerde hipoksik koşullar 

altında TRIM29 ekspresyonu değişimini araştırdık. SKBr3 ve MDA-MB-468 HIF-1α 

inaktif hücreler %1 O2’de, 37ºC’de 18 saat boyunca hipoksik tankta kültüre edildi. HIF-

1α, TRIM29 ve kontrol olarak CAIX mRNA ekspresyonu değişimleri eş zamanlı qRT-

PCR ile analiz edildi. TRIM29 protein ekspresyonu değişimi western blot ile analiz 

edildi. Eş zamanlı qRT-PCR için GAPDH, western blot için α-Aktin kontrol olarak 

kullanıldı. 

 

 
 

Şekil 4.66. SKBr3 HIF-1α inaktif hücre grubunda hipoksi uygulaması sonrası, normoksi 

durumuna kıyasla HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu 

değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Şekil 4.67. MDA-MB-468 HIF-1α inaktif hücre grubunda hipoksi uygulaması sonrası, 

normoksi durumuna kıyasla HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonu 

değişimini gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

Hem SKBr3 hem de MDA-MB-468 hücreleri için normal koşullarda HIF-1α 

inaktivasyonunu takiben HIF-1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonları azaldığı 

tekrar belirlenmiştir. Kontrol gruplarında normoksiye kıyasla, hipoksik koşullarda HIF-

1α, TRIM29 ve CAIX mRNA ekspresyonları artmıştır. SKBr3 shHIF-2 ve shHIF-3 

hipoksi uygulanmış gruplarda normoksiye kıyasla istatistiksel açıdan önemli ölçüde 

TRIM29 mRNA ekspresyonu artışı tespit edilmiştir (p < 0,05). SKBr3 shHIF-2 ve 

shHIF-3 hipoksi uygulanmış gruplarda istatistiksel açıdan önemli olmayacak kadar 

HIF-1α mRNA ekspresyonu artışı belirlenmiştir (p > 0,05). Aynı gruplarda CAIX 

mRNA ekspresyonunda istatistiksel açıdan önemli bir değişim gözlenmemiştir (p > 

0,05). MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 hipoksi uygulanmış gruplarda normoksiye 

kıyasla istatistiksel açıdan önemli ölçüde TRIM29 mRNA ekspresyon artışı tespit 

edilmiştir (p < 0,05). MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 hipoksi uygulanmış gruplarda 

istatistiksel açıdan önemli olmayacak kadar HIF-1α mRNA ekspresyonu artışı 

belirlenmiştir (p > 0,05). MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 hipoksi uygulanmış 

gruplarda istatistiksel açıdan önemli olmayacak kadar CAIX mRNA ekspresyonu artışı 

belirlenmiştir (p > 0,05) (Şekil 4.66 ve 4.67). 
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Şekil 4.68. SKBr3 ve MDA-MB-468 HIF-1α inaktif hücrelerinde hipoksi uygulaması 

sonrası, normoksi durumuna kıyasla TRIM29 protein ekspresyonu 

değişimini gösteren western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde TRIM29 protein ekspresyonu kontrol 

grubu hipoksik uygulaması sonrası, normoksik duruma kıyasla artmıştır. Hem SKBr3 

hem de MDA-MB-468 shHIF-2 ve shHIF-3 gruplarında hipoksik uygulama sonrası, 

normoksiye kıyasla küçük miktarda TRIM29 protein ekspresyonu artışı gözlenmiştir. 

Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu elde edilen bant 

kıyaslamaları Şekil 4.68’de verilmiştir. 

 

4.6.4. HIF-1α inaktif SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksik koşullarda 

TRIM29 reporter aktivitesi 

 

HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde 

TRIM29 reporter plazmidi aracılığı ile bu genin reporter aktivitesi tayin edildi.  Hipoksi 

için “Hip”, normoksi için ise “Nor” kısaltmaları kullanılmıştır. 
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Şekil 4.69. SKBr3 HIF-1α inaktif hücrelerde hipoksi uygulaması sonrası normoksiye 

kıyasla TRIM29 reporter aktivitesi değişimi 

 

 
 

Şekil 4.70. MDA-MB-468 HIF-1α inaktif hücrelerde hipoksi uygulaması sonrası 

normoksiye kıyasla TRIM29 reporter aktivitesi değişimi 

 

TRIM29 reporter aktivitesi için yapılan deney göstermiştir ki hipoksik 

koşullarda TRIM29 reporter aktivitesi normoksik koşullara göre artmıştır. Bu artış 

SKBr3 hücreleri için 2 kattan fazla olmuştur, MDA-MB-468 hücreleri için ise bu artış 

1,8 kat olarak gerçekleşmiştir. Her iki hücre grubu için shHIF gruplarında normoksi 

durumunda TRIM29 reporter aktivitesi azalmıştır. Bu azalış SKBr3 hücreleri için 

yaklaşık %60, MDA-MB-468 hücreleri için %50 olarak gerçekleşmiştir. Meydana gelen 

bu değişimler istatistiksel açıdan önemlidir (p <. 0,001) Hipoksiye maruz bırakılan shHIF 
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gruplarının TRIM29 reporter aktivitesinde istatistiksel açıdan önemli bir değişim 

gözlenmemiştir (p > 0,05) (Şekil 4.69 ve 4.70). 

 

4.7. Hipoksik TRIM29 Ekspresyon Artışının Transkripsiyonel ve Translasyonel 

Testi 

 

Hipoksik TRIM29 ekspresyonunun transkripsiyonel mi yoksa translasyonel 

olarak mı kontrolünün gerçekleştiğini anlamak için SKBr3 ve MDA-MB-468 hücreleri 

Aktinomisin D ve Siklohekzimid uygulaması yapılıp daha sonra %1 O2, 37°C’de 18 

saat boyunca hipoksi tankında inkübe edilmiştir. Daha sonra western blot analizi ile 

HIF-1α ve TRIM protein ekspresyonu değişimleri analiz edildi. 

 

 
 

Şekil 4.71. SKBr3 hücrelerinde Siklohekzimid ve Aktinomisin D uygulaması sonrası 

uygulanan hipoksinin, normoksi durumuna kıyasla TRIM29 ve HIF-1α 

protein ekspresyonunu nasıl etkilediğini gösteren western blot sonuçları ve 

bant sinyali değişimi 
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Şekil 4.72. MDA-MB-468 hücrelerinde Siklohekzimid ve Aktinomisin D uygulaması 

sonrası uygulanan hipoksinin, normoksi durumuna kıyasla TRIM29 ve HIF-

1α protein ekspresyonunu nasıl etkilediğini gösteren western blot sonuçları 

ve bant sinyali değişimi 

 

Siklohekzimid bir protein sentezi inhibitörüdür ve Aktinomisin D ise mRNA 

sentezi inhibitörü olarak deneysel çalışmalarda kullanılır. Şekil 4.71 ve 72 incelendiği 

zaman Siklohekzimid uygulaması sonrası, hipoksik koşullarda kültüre edilmiş SKBr3 

ve MDA-MB-468 hücrelerinde herhangi bir HIF-1α protein ekspresyonu 

belirlenememiştir. Aktinomisin D uygulaması ise HIF-1α protein ekspresyonuna her iki 

hücre grubu içinde herhangi bir etki yapmamıştır. Hipoksi uygulaması sonrası 

normoksiye kıyasla TRIM29 protein ekspresyonu artışı tekrar belirlenmiştir. Ancak 

hem Siklohekzimid hem de Aktinomisin D uygulanmış ve hipoksiye maruz bırakılmış 

SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde TRIM29 protein ekspresyonunda herhangi bir 

değişim gözlenmemiştir. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi sonucu 

elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.71 ve 4.72’de verilmiştir. 

 

4.8. TRIM29 ve TWIST1 Bağlantısı 

 

4.8.1. TRIM29 inaktivasyonunun TWIST1 üzerine etkisi 

 

ATM ve HIF-1α inaktivasyonu sonucu, TRIM29 ekspresyonunun azalması bunu 

takiben TWIST1 ekspresyonunun arttığının anlaşılması üzerine bu bağlantıda doğrudan 

TRIM29 inaktivasyonunun TWIST1 üzerine nasıl etki yapacağını araştırdık. Bunun için 

5 adet TRIM29 shRNA plazmidi kullanıldı. Bunlardan en iyi inaktivasyon sağlanan iki 

tanesi kullanıldı ve shTRIM29-1 ve shTRIM29-2 olarak isimlendirildi. SKBr3, MDA-

MB-468 ve HMEC hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrası TRIM29 ve TWIST1 

değişimi RT-PCR, eş zamanlı qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Rekombinant 

olarak uyarılmış TRIM29 ve TWIST1 protein artışlarının iki gen üzerine etkisini 

araştırmak için SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücreleri, HA-TRIM29 ve Myc-

TWIST1 içeren plazmidler ile transfekte edildi. Protein ve mRNA miktarı değişimleri 
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analiz edildi. TRIM29 inaktivasyonu işlemi uygulanan hücrelerdeki gözlenen 

morfolojik değişimleri analiz etmek için mezenkimal ve epiteliyal belirteçlerin 

ekspresyon değişimi eş zamanlı qRT-PCR ile analiz edildi. TRIM29 inaktive edilmiş 

hücrelerde TWIST1 reporter aktivitesi, reporter assay testi ile analiz edildi. RT-PCR 

için GAPDH, eş zamanlı qRT-PCR için Aktin ve western blot için α-Aktin kontrol 

olarak kullanılmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.73. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu 

takiben TWIST1 mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren RT-PCR 

sonuçları 

 

Şekil 4.73 incelendiği zaman TRIM29 inaktivasyonu sağlanan SKBr3, MDA-

MB-468 ve HMEC hücre gruplarında TWIST1 mRNA ekspresyonunun arttığı 

görülmektedir. En iyi inaktivasyon bütün hücre grupları için shTRIM29-2 plazmidi ile 

sağlanmıştır.  

 

 
 

Şekil 4.74. SKBr3 hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 ve TWIST1 

mRNA ekspresyonu değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 
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Şekil 4.75. MDA-MB-468 hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 ve 

TWIST1 mRNA ekspresyonu değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı 

qRT-PCR sonuçları 

 

 
 

Şekil 4.76. HMEC hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 ve TWIST1 

mRNA ekspresyonu değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 

 

Eş zamanlı qRT-PCR grafikleri incelendiği zaman, RT-PCR sonuçları ile eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçlarının uyumlu olduğu görülmektedir. TRIM29 

inaktivasyonunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu artmıştır. TWIST1 mRNA 

ekspresyonu artışı SKBr3 için ortalama 3 kat, MDA-MB-468 hücreleri için 5 kat ve 

HMEC hücreleri için 2 kattan fazla olarak belirlenmiştir. Bütün değişimler istatistiksel 

açıdan önemlidir (p < 0,001) (Şekil 4.74, 4.75 ve 4.76). 
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Şekil 4.77. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC TRIM29 inaktivasyonu sonrası hedef 

protein ekspresyonu değişimini gösteren western blot sonuçları ve bant 

sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları RT-PCR ve eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile 

uyumludur. TRIM29 inaktivasyonunu takiben TRIM29 protein miktarı azalmış ve 

TWIST1 protein ekspresyonu artmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü 

analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.77’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.78. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC TRIM29 inaktif hücrelerde TWIST1 

reporter aktivitesi 

 

Şekil 4.78 incelendiği zaman TRIM29 inaktif bütün hücrelerde TWIST1 reporter 

aktivitesinin arttığı görülmektedir. Bu artış SKBr3 hücreleri için 2,3 kat, MDA-MB-468 
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hücreleri için 1,6 kat ve HMEC hücreleri için 1,6 kat olarak belirlenmiştir. Meydana 

gelen bütün değişikliler istatistiksel açıdan önemlidir (p < 0,001).  

 

4.8.2. TWIST1 inaktivasyonunun TRIM29 üzerine etkisi  

 

TRIM29 inaktivasyonunun TWIST1 ekspresyonunun pozitif yönde etkilediğini 

anladıktan sonra, TWIST1 inaktivasyonunun TRIM29 üzerine nasıl bir etki yapacağını 

araştırmak istedik. Bunun için kimyasal olarak sentezlenen siRNA’lar kullanıldı. 

TWIST1 inaktivasyonundan sonra TWIST1 ve TRIM29 ekspresyonu değişimleri eş 

zamanlı qRT-PCR ve western blot analizleri ile test edildi. Eş zamanlı qRT-PCR için 

GAPDH ve western blot için α-Aktin kontrol olarak kullanıldı. 

 

 
 

Şekil 4.79. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde TWIST1 inaktivasyonunu 

takiben TWIST1 ve TRIM29 mRNA ekspresyon değişim miktarlarını 

gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

Eş zamanlı qRT-PCR sonuçları siTWIST1’in çok yüksek oranda TWIST1 

inaktivasyonu gerçekleştirdiğini göstermektedir. TWIST1 mRNA ekspresyonundaki 

azalmayı takiben TRIM29 mRNA ekspresyonu artmaktadır. Bu artış SKBr3 hücreleri 

için yaklaşık 4 kat, MDA-MB-468 hücreleri için 2,5 kat ve HMEC hücreleri için 3 kat 

olarak gözlenmiştir. Meydana gelen bütün değişiklikler istatistiksel açıdan önemlidir (p 

< 0,001) (Şekil 4.79).  
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Şekil 4.80. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde TWIST1 inaktivasyonu 

sonrası TRIM29 protein ekspresyonu değişimini gösteren western blot 

sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

Western blot sonuçları eş zamanlı qRT-PCR sonuçları ile uyumludur. TWIST1 

inaktivasyonunu takiben TWIST1 protein miktarı azalmış ve TRIM29 protein 

ekspresyonu artmıştır. Değişen protein bant büyüklükleri, Photoshop ile analiz edilerek, 

değerler Şekil 4.80’de verilmiştir.  

 

4.8.3. Rekombinant protein ekspresyonunun TRIM29 ve TWIST1 üzerine etkisi 

 

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde uyarılmış HA-TRIM29 protein 

artışının TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu üzerine etkisini araştırdık. Aynı 

zamanda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde uyarılmış Myc-TWIST1 

ekspresyonunun TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonu üzerine etkisini araştırdık. Eş 

zamanlı qRT-PCR için GAPDH ve western blot için α-Aktin kontrol olarak kullanıldı. 
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Şekil 4.81. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde rekombinant HA-TRIM29 

protein ekspresyonunu takiben TWIST1 mRNA ekspresyonu değişim 

miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

HA-TRIM29 protein miktarının artışı TWIST1 mRNA ekspresyonunu 

azaltmıştır. TWIST1 mRNA ekspresyonu bütün hücre gruplarında %50’den daha fazla 

düşmüştür (Şekil 4.81). Meydana gelen değişimler istatistiksel açıdan önemlidir (p < 

0,001).  

 

 
 

Şekil 4.82. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde rekombinant HA-TRIM29 

protein ekspresyonunu takiben TWIST1 protein ekspresyonu değişimini 

gösteren western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 
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Hücreler normal koşullarda HA-TRIM29 içermezler. HA-TRIM29 içeren 

plazmid ile transfekte edilen hücreler bu proteini eksprese ederler. Şekil 4.82 

incelendiği zaman bütün hücrelerde, HA-TRIM29 ile transfekte edildikten sonra bu 

proteinin ekspresyonunun arttığı görülmektedir. HA-TRIM29 artışını takiben TWIST1 

protein ekspresyonunu azalmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü 

analizi sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.82’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.83. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde rekombinant Myc-TWIST1 

protein ekspresyonunu takiben TRIM29 mRNA ekspresyonu değişim 

miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

Rekombinant Myc-TWIST1 protein ekspresyonu artışı TRIM29 mRNA 

ekspresyonunu azaltmıştır. Bütün hücrelerde %50’den fazla oranda azalma elde 

edilmiştir (Şekil 4.83). Meydana gelen değişimler istatistiksel açıdan önemlidir (p < 

0,001).  
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Şekil 4.84. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde rekombinant Myc-TWIST1 

protein ekspresyonunu takiben TRIM29 protein ekspresyonu değişimini 

gösteren western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

Hücreler normal koşullarda Myc-TWIST1 içermezler. Myc-TWIST1 içeren 

plazmid ile transfekte edilen hücreler bu proteini eksprese ederler. Şekil 4.84 

incelendiği zaman bütün hücrelerde, Myc-TWIST1 ile transfekte edildikten sonra bu 

proteinin ekspresyonunun arttığı görülmektedir. Myc-TWIST1 artışını takiben TRIM29 

protein ekspresyonu azalmıştır. Photoshop programıyla yapılan bant büyüklüğü analizi 

sonucu elde edilen bant kıyaslamaları Şekil 4.84’te verilmiştir. 

 

4.8.4. Epiteliyal-Mezenkimal belirteçlerin TRIM29 inaktif hücrelerde değişimi 

 

N-kaderin ve Vimentin mezenkimal hücre belirteci, E-kaderin ve EpCAM ise 

epiteliyal hücre belirteçleridir. TRIM29 inaktivasyonu sağlanan SKBr3, MDA-MB-468 

ve HMEC hücrelerinde bu genlerin ekspresyon değişimi düzeyleri eş zamanlı qRT-PCR 

ile analiz edilmiştir. Eş zamanlı qRT-PCR için GAPDH kontrol olarak kullanılmıştır. 
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Şekil 4.85. SKBr3 hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrası hedef genlere ait mRNA 

ekspresyon değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

SKBr3 TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış hücrelerde ve kontrol grubunda 

herhangi bir E-kaderin ekspresyonu belirlenememiştir. Vimentin mRNA ekspresyonu 

shTRIM29 gruplarında kontrol grubuna kıyasla ortalama 3 kat artmıştır. N-kaderin 

mRNA ekspresyonu shTRIM29 gruplarında kontrol grubuna kıyasla ortalama 4,3 kat 

artış göstermiştir. EpCAM mRNA ekspresyonu ise her iki shTRIM29 grubu için 

yaklaşık %70 oranında azalmıştır (Şekil 4.85). Bütün değişimler istatistiksel açıdan 

önemlidir (p < 0,001). 

 

 
 

Şekil 4.86. MDA-MB-468 hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrası hedef genlere 

ait mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 
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MDA-MB-468 TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış hücrelerde ve kontrol 

grubunda herhangi bir N-kaderin mRNA ekspresyonu belirlenememiştir. Vimentin 

ekspresyonu shTRIM29 gruplarında kontrol grubuna göre ortalama 2,5 kat artmıştır. E-

kaderin mRNA ekspresyonu, shTRIM29 gruplarında kontrol grubuna kıyasla ortalama 

% 68 azalmıştır. EpCAM mRNA ekspresyonu ise her iki shTRIM29 grubu için %65’ten 

daha fazla oranında azalmıştır (Şekil 4.86). Bütün değişimler istatistiksel açıdan 

önemlidir (p < 0,001). 

 

 
 

Şekil 4.87. HMEC hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrası hedef genlere ait 

mRNA ekspresyon değişim miktarlarını gösteren eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçları 

 

HMEC TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış hücrelerde Vimentin mRNA 

ekspresyonu shTRIM29 gruplarında kontrol grubuna kıyasla ortalama 2,2 kat artmıştır. 

N-kaderin mRNA ekspresyonu shTRIM29 gruplarında kontrol grubuna kıyasla 

ortalama yaklaşık 2 kat artış göstermiştir. EpCAM ve E-kaderin mRNA ekspresyonları 

ise %50’den daha fazla azalmıştır (Şekil 4.87). Bütün değişimler istatistiksel açıdan 

önemlidir (p < 0,001). 

 

4.8.5. TRIM29’un hipoksik TWIST1 ekspresyonuna etkisi 

 

TWIST1 ve TRIM29 arasındaki antagonist ilişkinin bilinmesi ve hipoksi 

koşulları altında literatürde belirtilenin aksine TWIST1 ekspresyonunun değişmemesi 

üzerine, TRIM29’un bu durumdaki etkisini araştırmak istedik. Bu sebeple SKBr3 

TRIM29 knockdown hücreleri ve Crispr mutasyon plazmidi kullanılarak elde edilen 

SKBr3 TRIM29 mutasyonlu hücreler hipoksiye maruz bırakılarak TWIST1 

ekspresyonu değişimi eş zamanlı qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Kontrol 

olarak TRIM29 değişimi eş zamanlı qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi. Eş 

zamanlı qRT-PCR için Aktin ve western blot için ise α-Aktin kontrol olarak kullanıldı. 
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Şekil 4.88. TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış SKBr3 hücrelerinde hipoksi uygulaması 

sonrası TRIM29 mRNA ekspresyonu değişim miktarlarını gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 

 

Önceden belirtildiği gibi bu grafikte de görülmektedir ki kontrol grubunda 

normal koşullara kıyasla hipoksik koşullar altında TRIM29 mRNA ekspresyonu 

artmaktadır. Bu grafikte de kontrol grubuna kıyasla hipoksi uygulaması sonrası 

TRIM29 mRNA ekspresyonu düzeyi 3,8 kat artmıştır (p < 0,001). Hem Crispr hem de 

shTRIM29 gruplarında yüksek oranda TRIM29 inaktivasyonu görülmektedir. Bu 

grupların hipoksi uygulaması sonrası TRIM29 mRNA ekspresyonu seviyelerinde 

istatistiksel açıdan önemli bir değişim gözlenmemiştir (p > 0,05) (Şekil 4.88). 

 

 
 

Şekil 4.89. TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış SKBr3 hücrelerinde hipoksi uygulaması 

sonrası TWIST1 mRNA ekspresyonu değişim miktarlarını gösteren eş 

zamanlı qRT-PCR sonuçları 
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Grafik incelendiği zaman kontrol grupları için TWIST1 mRNA ekspresyonunda 

normoksi ve hipoksi durumları arasında bir fark olmadığı görülmektedir. TRIM29 

inaktivasyonu sonrası ise hem Crispr grubunda hem de shTRIM29 grubunda normoksi 

için TWIST1 mRNA ekspresyonu artmıştır. Bu iki gruba hipoksi uygulaması sonrası 

TWIST1 mRNA ekspresyonu normoksi koşullarına göre istatistiksel açıdan önemli 

ölçüde (p < 0,001) artmıştır (Şekil 4.89). 

 

 
 

Şekil 4.90. SKBr3 Crispr ve shTRIM29 gruplarında TRIM29 protein ekspresyonunu 

gösteren western blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

 
 

Şekil 4.91. TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış SKBr3 hücrelerinde hipoksi uygulaması 

sonrası TWIST1 protein ekspresyonu değişim miktarlarını gösteren western 

blot sonuçları ve bant sinyali değişimi 

 

Şekil 4.90 incelendiği zaman yüksek oranda TRIM29 inaktivasyonu sağlandığı 

görülmektedir. Kontrol gruplarında normoksi durumunda TWIST1 ekspresyonu 

gözlenmemiştir. TRIM29 inaktivasyonu sonrası TWIST1 protein ekspresyonu artmıştır. 

Ayrıca TRIM29 inaktif gruplara uygulanan hipoksi, TWIST1 seviyesini ekstra olarak 

arttırmıştır. Photoshop programı ile elde edilen western blot bant kıyaslamaları Şekil 

4.91’de verilmiştir. 
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4.9. Gen İnaktivasyonu Sonrası Hücrelerin Büyüme Oranları Değişimleri 

 

Gen inaktivasyonu sağlanmış ATM, HIF-1α ve TRIM29 SKBr3, MDA-MB-468 

ve HMEC hücreleri için hücre büyüme oranları MTT analizi ile test edildi. 

 

 
 

Şekil 4.92. ATM inaktivasyonu sağlanan hücrelerde büyüme oranı değişimini gösteren 

MTT sonuçları 

 

 
 

Şekil 4.93. HIF-1α inaktivasyonu sağlanan hücrelerde büyüme oranı değişimini 

gösteren MTT sonuçları 
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Şekil 4.94. TRIM29 inaktivasyonu sağlanan hücrelerde büyüme oranı değişimini 

gösteren MTT sonuçları 

 

Her hücre grubu için en iyi inaktivasyon sağlanan shRNA grubu için MTT testi 

yapılmıştır. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde ATM ve HIF-1α 

inaktivasyonu sonrası hücrelerin büyüme oranları istatistiksel açıdan önemli oranda (p < 

0,001) düşmüştür. ATM inaktivasyonu sağlanan SKBr3 hücrelerinde büyüme oranı 2,8 

kat, MDA-MB-468 hücrelerinde 2,3 kat, HMEC hücrelerinde 1,5 kat azalmıştır (Şekil 

4.92). HIF-1α inaktivasyonu sağlanan SKBr3 hücrelerinde hücre büyüme oranı 3,1 kat, 

MDA-MB-468 hücrelerinde 5 kat, HMEC hücrelerinde ise 4,5 kat azalmıştır (Şekil 

4.93). TRIM29 inaktivasyonu sağlanan hücrelerde ise hücre büyüme oranları artmıştır. 

TRIM29 inaktivasyonu sağlanan SKBr3 hücrelerinde hücre büyüme oranı 1,6 kat, 

MDA-MB-468 hücrelerinde 1,6 kat ve HMEC hücrelerinde 1,5 kat artmıştır (Şekil 

4.94).  

 

4.10. ATM, TRIM29 ve TWIST1 Ekspresyonu Düzeylerinin Meme Kanserli 

Hastaların Ömür Uzunluğuna Olan Etkisi 

 

Bu analizi yapmak için online olarak hizmet veren Kaplan Meier Plotter internet 

sitesindeki veriler kullanıldı. Bu internet sitesi meme kanserli ve diğer bazı kanser 

türlerine sahip bireylere ait farklı genlerin ifade düzeyleri ve bireylerin yaşam sürelerine 

ait verileri içermektedir. Analiz gerçekleştirilirken her gene ait en iyi sonuç veren prob 

üzerinden veriler değerlendirilmiştir. Elde edilen grafik verileri bu veri bankası 

tarafından oluşturulmuştur. Meme kanserli bireylerde ATM, TRIM29 ve TWIST1 

genine ait problar kullanılarak, bu genlerin ekspresyon düzeyi değişimlerinin meme 

kanseri hastalarının yaşam süresini nasıl etkilediğini gösteren grafikler elde edildi 

(Kaplan Meier 2015). 
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Şekil 4.95. Meme kanseri hastalarında ATM ekspresyonu değişiminin ömür uzunluğuna 

etkisini gösteren grafik 

 

Şekil 4.95’te verilen grafik incelendiğinde elde edilen verilerin istatistiksel 

açıdan önemli olduğu görülmektedir (p < 0,01). Veriler meme kanseri hastalarında ATM 

ekspresyonunun miktarı azaldıkça yaşam süresinin de kısaldığını göstermektedir. 

 

 
 

Şekil 4.96. Meme kanseri hastalarında TRIM29 ekspresyonu değişiminin ömür 

uzunluğuna etkisini gösteren grafik 

 

Şekil 4.96’da verilen grafik incelendiğinde elde edilen verilerin istatistiksel 

açıdan önemli olduğu görülmektedir (p < 0,01). Veriler meme kanseri hastalarında 
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TRIM29 ekspresyonunun miktarı azaldıkça yaşam süresinin de kısaldığını 

göstermektedir. 

 

 
 

Şekil 4.97. Meme kanseri hastalarında TWIST1 ekspresyonu değişiminin ömür 

uzunluğuna etkisini gösteren grafik 

 

Şekil 4.97’de verilen grafik incelendiğinde elde edilen verilerin istatistiksel 

açıdan önemli olduğu görülmektedir (p < 0,05). Veriler meme kanseri hastalarında 

TWIST1 ekspresyonunun miktarı azaldıkça yaşam süresinin arttığını göstermektedir. 

Artmış TWIST1 ekspresyonu meme kanseri hastaları için daha kısa yaşam süresini 

ifade etmektedir. 
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5. TARTIŞMA 

 

ATM proteininin hücresel stres olayları boyunca oluşan DNA hasar tamiri 

mekanizmasındaki rolü bilinmektedir. Ataksi-Telanjiektazili hastalarda ATM proteininin 

mutasyona uğradığı ve bu bireylerde meme kanseri oluşum riskinin daha yüksek olduğu 

yapılan çalışmalar ile ortaya koyulmuştur (Ahmed ve Rahman 2006). Bu sebeple ATM 

tümör baskılayıcı bir gen olarak kabul görmektedir. Ancak ATM proteininin meme 

kanseri oluşum mekanizması üzerindeki rolü tam olarak bilinmemektedir. ATM birçok 

farklı protein ile ilişkiye geçip çok farklı hücresel yanıt mekanizmasının oluşumunda rol 

alır. TRIM29 ise TRIM ailesi üyesi olup birçok kanser türünde farklı ekspresyon profili 

çizmektedir (Hatakeyama 2011). Yaptığımız çalışmalar neticesinde TRIM29’un BT-

549, MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-435 ve T47-D meme kanseri hücrelerinde 

ekspresyonuna rastlanmamıştır. Aksine SKBr3, MDA-MB-468 meme kanseri 

hücrelerinde yüksek oranda TRIM29 ekspresyonu belirlendi. Ayrıca insan meme epiteli 

hücre grubu HMEC ve malign olmayan MCF-10A hücrelerinde ise SKBr3 ve MDA-

MB-468’e kıyasla daha düşük oranda TRIM29 ekspresyonu belirlenmiştir (Bkz. Şekil 

4.1, 4.2 ve 4.3). 

 

DNA metilasyonu, malignite sürecinde birçok tümör baskılayıcı genin 

baskılanmasını sağlayan bir epigenetik değişimdir. Kanserli hücrelerde birçok gen 

metilasyona uğramıştır (Baylin 2005). TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan MDA-

MB-231 ve BT-549 meme kanseri hücrelerine bir DNA metil transferaz inhibitörü olan 

5-aza-2’-deoksisitidin ile 3 ve 5 gün boyunca uygulandıktan sonra bu hücrelerde 

TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunun arttığı belirlenmiştir. TRIM29 

ekspresyonuna sahip olan SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde ise 5-aza-2’-

deoksisitidin uygulaması sonrası TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunda önemli bir 

değişim gözlenmemiştir (Bkz. Şekil 4.4, 4.5 ve 4.6). Bu sebeple TRIM29’un BT-549, 

MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-435 ve T47-D meme kanseri hücrelerinde 

metilasyona uğradığını ve epigenetik olarak susturulduğunu belirlemiş olduk.  

 

Hosoi vd (2006) ilk defa TRIM29’un baskılanmasının malign fenotip ile ilişkili 

olduğunu bildirmiştir. Çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar, TRIM29’un meme 

kanseri için tümör baskılayıcı bir protein olabileceğini göstermektedir. Bu nedenle diğer 

bir tümör baskılayıcı protein olan ATM’nin TRIM29 geni ekspresyonu üzerindeki 

kontrol mekanizmasınının araştırılması gerekmekteydi. Diğer önemli bir nokta ise, 

TWIST1 onkogenik proteininin meme kanserindeki ekspresyonunun artmasıydı. Bu 

durumun ATM ve TRIM29 azalışı ile bağlantılı olacağını düşünerek, TWIST1 

ekspresyonunun ATM ve TRIM29 ile ilişkisi çalışmamızda araştırıldı. Meme kanseri 

hücrelerinde azalan TRIM29 ve artmış TWIST1 ekspresyonu kontrolünün ATM ile olan 

ilişkisinin ortaya çıkarılması ATM’nin meme kanseri oluşum mekanizmasındaki 

rolünün anlaşılması açısından oldukça önemlidir.  

 

Wang vd (2014) tarafından yapılan çalışmada TRIM29 ekspresyonunun 

pankreas kanserinde aşırı ifade edildiği ve TRIM29 ekspresyon artışının ATM aracılı 

olarak gerçekleştiğini bildirmişlerdir. Literatürde ATM-TWIST1 bağlantısı ile ilgili bir 

veri bulunmamaktadır. Çalışmamızda SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde 

ATM inaktivasyonunu takiben TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunun azaldığını, 

TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun ise arttığını belirledik (Bkz. Şekil 4.7, 4.8, 
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4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.,13, 4.14. ve 4.15). Bu veriler doğrultusunda TRIM29 bazal 

mRNA ve protein ekspresyonunun meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde ATM 

bağımlı olduğunu ortaya koymuş olduk. TRIM29 eksprese eden hücrelerde, ATM 

inaktivasyonunun bir onkogen olan TWIST1 ekspresyonunu arttırdığını gözlemledik. 

Bu çalışma ile ilk defa ATM-TWIST1 bağlantısını ortaya koymuş olduk.  

 

TWIST1 ekspresyonunun ATM inaktif ve TRIM29 ekspresyonuna sahip 

hücrelerde artması üzerine bu durumun TRIM29 ekspresyonuna sahip olmayan hücreler 

için nasıl olduğunu araştırmak istedik. TRIM29 eksprese etmeyen MDA-MB-231 

hücrelerinde ATM inaktivasyonu sağlandı ve TWIST1 ekspresyonu değişimi analiz 

edildi. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun MDA-MB-231 ATM inaktivasyonu 

sağlanmış hücrelerde istatistiksel açıdan önemli herhangi bir değişime uğramadığı 

bulundu (Bkz. Şekil 4.16, 4.17 ve 4.18). Bu durum kanımızca, TWIST1 

ekspresyonunun doğrudan ATM ile değil, ATM tarafından aktive edilen TRIM29 

ekspresyonuna bağlı olarak kontrol edilmesiyle açıklanabilir. MDA-MB-231 

hücrelerinde ATM inaktivasyonu sonrası TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun 

değişmemesi ise bu hücrelerde TWIST1 ekspresyonu üzerinde doğrudan ATM-HIF-1α 

bağlantısının etkisi dışında, farklı bir yolak ile TWIST1 ekspresyonunun düzenleniyor 

olabileceğini göstermektedir. Bu konunun ayrıca araştırılması gerekmektedir. 

 

Pandita vd (2000) yaptıkları çalışmada ATM proteininin iyonize radyasyon 

sonucu aktive olduğunu göstermişlerdir. Sho vd (2011) TRIM29 ekspresyonunun UV 

radyasyon sonrası arttığını göstermişlerdir. Wang vd (2014) TRIM29 proteininin 

iyonize radyasyon sonucu ekspresyonunun arttığını ve pankreas kanseri hücrelerinin 

iyonize radyasyona karşı direnç oluşturmasında önemli olduğunu göstermişlerdir. Bu 

sebeple çalışmamızda TRIM29 ekspresyonuna sahip SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC 

hücrelerine iyonize radyasyon uygulanarak TRIM29 değişimi analiz edilmiştir. Ancak 

TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunda iyonize radyasyon uygulaması sonrası 

herhangi bir değişim gözlenmemiştir (Bkz. Şekil 4.19 ve 4.20). Bu sonuçlar 

TRIM29’un meme kanseri ve meme epiteli hücreleri için iyonize radyasyonun etkisi ile 

değişime uğramadığını göstermiştir. Sonuç olarak, bu durum TRIM29’un kanserin 

köken aldığı dokuya göre farklı görev üstlenmesiyle ya da iyonize radyasyonun ATM 

protein miktarını değiştirmeden ATM’nin aktif hale gelmesini sağlamasıyla 

açıklanabilir.  

 

Veriler ışığında diğer önemli nokta ise, ATM protein kinazın TRIM29 

ekspresyonunu hangi transkripsiyon faktörü aracılığı ile yaptığının anlaşılmasıdır. Bu 

amaçla çalışmamızda ATM tarafından aktive edilen HIF-1α ve NF-B transkripsiyon 

faktörlerinin TRIM29 ekspresyonu üzerine etkisini araştırdık. ATM proteininin NF-B 

kontrolü ile ilgili birçok çalışma sunulmuştur. ATM proteininin HIF-1α üzerindeki 

etkisi ise iki farklı çalışmada farklı sonuçlar halinde sunulmuştur: Ousset vd (2010) 

ATM inaktivasyonunun HIF-1α aktivasyonunu hipoksik koşullarda arttırdığını, Cam vd 

(2010) ise ATM proteininin HIF-1α ekspresyonu için gerekli olduğunu belirtmişlerdir. 

Çalışmamızda ATM inaktivasyonu sağladığımız SKBr3, MDA-MB-468, HMEC ve 

MDA-MB-231 hücrelerinde bazal HIF-1α mRNA ekspresyonunun azaldığını saptadık 

(Bkz. Şekil 4.7, 4.8, 4.10, 4.11, 4.13, 4.14, 4.16 ve 4.17). Bu nedenle çalışmamızın 

sonuçları literatürdeki bu ikilemin düzeltilmesine katkı sağlayacaktır. NF-B ve HIF-1α 

bağlantısını gösteren birçok çalışma bulunmaktadır. Oysa, HIF-1α ve NF-B’nin 
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TRIM29 ile bağlantısını gösteren bir çalışmaya rastlanmamıştır. Tang vd (2013) 

TRIM29 inaktivasyonunun NF-B aktivasyonunu azalttığını göstermişlerdir. Ancak 

NF-B transkripsiyonunun TRIM29 ekspresyonu üzerine etkisinden bahsedilmemiştir. 

Bu etkiyi incelemek için öncelikle NF-B inaktivasyonu sağlanmış SKBr3, MDA-MB-

468 ve HMEC hücreleri elde edildi. Kontrol olarak HIF-1α mRNA ekspresyonu 

değişimi analiz edildi ve bütün hücre grupları için NF-B inaktivasyonu sonrası bazal 

HIF-1α mRNA düzeyinin azaldığı belirlendi. Meme kanseri ve meme epiteli 

hücrelerinde HIF-1α bazal ekspresyonunun NF-B bağımlı olduğu gösterildi. Yine 

bütün NF-B inaktivasyonu sağlanmış hücrelerde bazal TRIM29 mRNA ve protein 

ekspresyonunun azaldığı belirlendi (Bkz. Şekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 

4.28 ve 4.29). Araştırmamız bu bakımdan NF-B-TRIM29 etkileşiminin ilk kez 

gösterilmesi açısından da önemlidir.  

 

Araştırılmasının önemli olduğunu düşündüğümüz diğer bir konu NF-B’nin 

dışsal uyaranlar ile azaltılmasının TRIM29 üzerine nasıl etki yapacağı idi. Guo vd 

(2010) ROS tarafından oluşturulan oksitatif stresin ATM’yi aktive ettiğini 

bildirmişlerdir. Oka vd (2000) NAC uygulaması sonrası NF-B aktivitesinin azaldığını 

belirlemişlerdir. Alpay vd (2015) NAC uygulamasının ATM bağlantılı NF-B 

aktivasyonunun azalmasına yol açtığını bildirmişlerdir. Chandel vd (1998) ve Chandel 

vd (2000) hipoksi sonrası hücrede oluşan ROS’un HIF-1α aktivasyonunu arttırdığını 

bildirmişlerdir. Bu nedenle NAC uygulamasının TRIM29 ve HIF-1α mRNA 

ekspresyonu üzerine etkisini araştırdık. NAC uygulaması sonrası azalan NF-B’nin 

hem HIF-1α hem de TRIM29 bazal mRNA ekspresyonunun azalmasına neden 

olduğunu gözlemlendik (Bkz. Şekil 4.30, 4.31 ve 4.32). Bu çalışma sonrası TRIM29 ve 

HIF-1α bazal mRNA ekspresyonunun, NAC uygulaması ile NF-B miktarındaki 

azalmayı takiben azaldığı ortaya konmuştur. Veriler hücresel redoks durumunun ATM 

bağımlı ya da bağımsız yollar ile TRIM29 ekspresyonunu ve HIF-1α aktivitesini 

uyarabileceğini göstermektedir. NF-B/TWIST1 bağlantısı iyi şekilde tanımlandığı için 

ayrıca üzerinde araştırma yapılmamıştır.  

 

Birbiriyle bağlantılı bu yolaktaki diğer önemli basamak HIF-1α’dır. Çünkü hem 

ATM hem de NF-B inaktivasyonunun bu transkripsiyon faktörünün bazal mRNA 

seviyesini azalttığı çalışmamızda gösterilmiştir. HIF-1α’nın TRIM29-TWIST1 

bağlantısına etkisi bu sinyal yolağındaki ortaya çıkarmak istediğimiz diğer soru işareti 

olmuştur. SKBr3, MDA-MB-468, HMEC ve MDA-MB-231 hücrelerinde HIF-1α 

inaktivasyonu gerçekleştirilmiştir. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde hem 

TRIM29 hem de TWIST1 ekspresyonu değişimi analiz edilmiştir. MDA-MB-231 

hücrelerinde ise TWIST1 ekspresyonu değişimi analiz edilmiştir. HIF-1α 

inaktivasyonunun TRIM29 bazal mRNA ve protein ekspresyonunu azalttığı SKBr3, 

MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde gösterilmiştir. Bu veri HIF-1α/TRIM29 

bağlantısının ilk defa gösterilmesi açısından önemlidir. Bazal TWIST1 mRNA ve 

protein ekspresyonu ise SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC HIF-1α inaktivasyonu 

sağlanmış hücrelerde artmıştır. HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış MDA-MB-231 

hücrelerinde bazal TWIST1 mRNA düzeyi azalmıştır (Bkz. Şekil 4.33, 4.34, 4.35, 4.36, 

4.37, 4.38, 4.39, 4.40, 4.41, 4.42 ve 4.43). Yang vd (2008) ve Cho vd (2014) farklı 

kanser hücreleri ile yaptıkları çalışmalarda HIF-1α inaktivasyonunun TWIST1 ifadesini 

azalttığını göstermişlerdir. Çalışmamızda HIF-1α inaktivasyonu sağladığımız MDA-



TARTIŞMA                                                                                            Muzaffer DÜKEL  

                                         

 123 

MB-231 hücrelerindeki TWIST1 ekspresyonunun düşüşü, literatürdeki diğer çalışmalar 

ile uyumlu olup, TRIM29 ifadesine sahip HIF-1α inaktivasyonu sağladığımız hücrelerin 

de farklı bir TWIST1 ekspresyonu profiline sahip oldukları belirlenmiştir.  

 

Bu aşamaya kadar yapılan çalışmalar ile azalmış ATM ve NF-B aktivitesinin, 

bazal seviyedeki HIF-1α mRNA ekspresyonunu azalttığını saptadık. Hem bu durum 

hem de shRNA aracılı azalmış HIF-1α inaktivitesini takiben TRIM29 mRNA ve protein 

ekspresyonunun azaldığını ve azalan TRIM29’un TWIST1 mRNA ve protein 

ekspresyonu artışına neden olduğunu ortaya çıkardık. 

 

Bu veriler ışığında HIF-1α’nın TRIM29 ekspresyonunda kilit rolünden yola 

çıkarak, artmış HIF-1α ekspresyonunun bu yolağa nasıl etki yapacağını araştırdık. Bu 

nedenle SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerine hipoksi uygulaması yapıldı. 

SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde hipoksi uygulaması sonrası TRIM29 

mRNA ve protein ekspresyonunun arttığını belirledik. Kontrol olarak hipoksik koşullara 

cevap olarak ekspresyonu artan CAIX kullanıldı ve hipoksik koşullarda CAIX artışı 

bütün hücreler için gözlendi. HIF-1α mRNA ekspresyonu seviyesi değişimi için 

literatürde farklı bilgiler bulunmaktadır. Chang vd (2003), Li vd (2006), BelAiba vd 

(2007) ve Conde vd (2012) yaptıkları çalışmalarda hipoksi durumunda hücrelerin HIF-

1α mRNA seviyelerinin arttığını bildirmişlerdir. Bunun aksine Uchida vd (2004) ve Lin 

vd (2011) yaptıkları çalışmalarda hipoksi sırasında HIF-1α mRNA ekspresyonunun 

azaldığını belirtmişlerdir. Kelly vd (2003) ise HIF-1α mRNA ekspresyonunun hücre 

çeşidine göre farklı eksprese olabileceğini göstermişlerdir. Bizim çalışmamız ile SKBr3, 

MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve BT-549 meme kanseri hücresi ve HMEC meme 

epiteli olmak üzere beş farklı hücre grubunda hipoksi uygulamasından sonra, HIF-1α 

mRNA seviyesinin arttığını belirledik; bazı meme kanseri ve meme epiteli hücreleri için 

hipoksi koşullarında HIF-1α ekspresyonunun nasıl etkilendiğini de belirlemiş olduk.  

 

Yang vd (2008) hipoksinin TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunu 

arttırdığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde 

hipoksi sonrası TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunda herhangi bir değişim 

gözlenmedi. MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinde ise hipoksi uygulaması sonrası 

TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonu artışını belirledik (Bkz. Şekil 4.44, 4.45, 4.46, 

4.47, 4.48, 4.49 ve 4.50). Bu farklılığın nedeninin SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC 

hücrelerinin TRIM29 eksprese etmeleri olduğunu düşündük. TWIST1 onkogenik 

proteininin hipoksik koşullarda TRIM29 varlığında artışının durduğunu bilmek oldukça 

önemlidir. Çünkü, bilindiği üzere kanser hücreleri hipoksik koşulları sevmektedir. 

Meme kanseri dokularında hipoksik koşullarda onkogenik TWIST1 ekspresyonu artışı 

uyarılmış TRIM29 artışı ile durdurulabilir.  

 

Çalışmamız kapsamında ayrıca SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri 

hücreleri için 2, 4, 8, 12, 16 ve 18 saatlik hipoksi uygulaması sonrası TRIM29, HIF-1α, 

CAIX ve TWIST1 mRNA ekspresyonu değişimi gösterildi. TRIM29 ve CAIX mRNA 

ekspresyonunun hipoksi uygulaması boyunca arttığı belirlendi. SKBr3 hücrelerinde 

farklı zamanlarda uygulanan hipoksinin TWIST1 mRNA ekspresyonu üzerine 

istatistiksel açıdan önemli bir etkisinin olmadığı gözlemlendi. MDA-MB-468 

hücrelerinde 2 saatlik hipoksi uygulaması TWIST1 mRNA ekspresyonunu azaltmış 

bunun takibinde 4 saat sonrası TWIST1 mRNA ekspresyonunun normal seviyeye 
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çıktığı belirlenmiştir. HIF-1α mRNA ekspresyonu ise 8 ve 18. saatlerde en çok artışı 

gösterdiği belirlendi (Bkz. Şekil 4.51, 4.52, 4.53, 4.54, 4.56, 4.57, 4.58 ve 4.59). 

 

SKBr3 ve MDA-MB-468 için 4, 8, 12, 16, 18 ve 24 saat hipoksi uygulaması 

sonrası TRIM29 ve HIF-1α protein ekspresyonu analiz edildi. Hipoksi uygulaması 

boyunca iki hücre grubunda da hem TRIM29 hem de HIF-1α protein ekspresyonunun 

arttığı belirlendi. En yoğun TRIM29 protein ekspresyonu artışı SKBr3 hücreleri için 18, 

MDA-MB-468 için ise 24 saatlik hipoksi uygulamasında gözlemlendi. Hem SKBr3 

hem de MDA-MB-468 için en yoğun HIF-1α protein ekspresyonu artışı 16 saatlik 

hipoksi uygulamasında gözlemlendi (Bkz. Şekil 4.55 ve 4.60). Hücre hattına ve 

uygulanan hipoksi süresine bağlı olarak TRIM29 ve HIF-1α ekspresyonundaki değişim 

hücreye özgü olarak hipoksik genlerin ekspresyonunun değişim göstermesi ile 

açıklanabilir. Literatürde de Cavadas vd (2015) tarafından yapılan çalışmada farklı 

sürelerde uygulanan hipoksinin, hipoksik genlerin mRNA ve protein ekspresyonuna 

etkisinin değişiklik gösterdiğini ortaya çıkarmışlardır. Bu çalışmada iki farklı meme 

kanseri hücresi için farklı zamanlarda uygulanan hipoksinin TRIM29 ve HIF-1α mRNA 

ve protein ekspresyonu değişimi üzerine etkisini ilk kez göstermiş olduk.  

 

Hipoksik koşullar altında HIF-1α’nın yanı sıra HIF-2α mRNA ve protein 

ekspresyonun arttığı bildirilmiştir. HIF-2α hipoksik koşullarda aktive olup, hipoksik 

birçok proteininin kontrolünde görev alan bir transkripsiyon faktörüdür (Hu vd 2003). 

Bu nedenle TRIM29 bazal ekspresyonuna bu transkripsiyon faktörünün etkisini 

incelemek için SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde HIF-2α inaktivasyonu sağlandı. 

Ardından, TRIM29 mRNA ekspresyonu değişimi analiz edildi. TRIM29 mRNA 

ekspresyonunda her hangi bir değişim gözlenmedi (Bkz. Ek-6). 

 

Bencokova vd (2009) ATM’nin DNA hasarı oluşmadan hipoksi uygulaması ile 

aktif hale geldiğini bildirmişlerdir. Wang ve Semenza (1995) Hipoksinin HIF-1α 

mRNA ve protein aktivitesini arttırdığını yaptıkları çalışma ile bildirmişlerdir. Bu 

bilgiler ışığında hipoksi uygulaması sırasında hem mRNA hem de protein ekspresyonu 

artan TRIM29’un, ATM’ye mi yoksa HIF-1α’ya mı bağımlı olduğunu araştırdık. Bu 

nedenle önceden elde ettiğimiz SKBr3 ve MDA-MB-468 ATM ve HIF-1α 

inaktivasyonu sağlanmış hücreler hipoksiye maruz bırakılıp, TRIM29 ve HIF-1α 

ekspresyonu değişimleri analiz edildi. ATM inaktivasyonu sağlanan hem SKBr3 hem 

de MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksi uygulaması sonrası kontrol grubuna kıyasla 

shATM gruplarında eş zamanlı qRT-PCR sonuçları için istatistiksel açıdan önemli HIF-

1α ve TRIM29 artışı gözlenmedi. Kontrol olarak analiz edilen CAIX için ise shATM 

normoksi ve hipoksi koşullarında istatistiksel açıdan önemli değişim gözlemlendi. 

Western blot sonuçları için sadece shATM-1 hipoksik grupta HIF-1α blotu için gözle 

görülür ve istatistiksel açıdan önemli olan bir fark bulunmaktadır. Bu durum shATM-1 

grubundaki ATM inaktivasyonunun shATM-2 grubuna kıyasla daha az olmasından 

kaynaklanmış olabilir. ATM inaktivasyonu düşmüş hücrelerde HIF-1α reporter 

aktivitesinin azaldığı reporter assay ile belirlenmiştir. Bu gruplara uygulanan hipoksi 

sonrası ATM inaktivasyonu sağlanmış shATM gruplarında istatistiksel açıdan önemli 

bir HIF-1α reporter aktivitesi değişimi gözlenmemiştir (Bkz. Şekil 4.61, 4.62, 4.63, 4.64 

ve 4.65). Bu durum hipoksi sırasında HIF-1α ve TRIM29 artışının ATM bağımlı 

olduğunu göstermektedir. Bu sonuç Cam vd (2010) tarafından ifade edilen HIF-1α 

aktivasyonu için ATM varlığının gerekliliği verileri ile uyumludur. 
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 shATM gruplarında hipoksi uygulaması sonrası CAIX artışı ise, hipoksik 

upregülasyona uğrayan her genin farklı bir yolak tarafından kontrol ediliyor 

olabileceğini göstermektedir (Bkz. Şekil 6.61 ve 4.62). Bu durumu şöyle açıklayabiliriz, 

TRIM29 hipokside upregüle olmakta ve bu etki ATM kontrolünde HIF-1α aracılı 

gerçekleşmektedir. Ancak hipoksi uygulaması sonrası ATM inaktivasyonu sağlanmış 

hücrelerde CAIX upregülasyonunu belirlenmesi, CAIX upregülasyonu için HIF-1α ile 

başka bir protein kinazın etkileşime geçiryor olabileceğini işaret etmektedir. Burada 

TRIM29 ekspresyonunun ATM/HIF-1α etkileşimi ile düzenlendiğini, CAIX’un HIF-1α 

ile bağlantılı başka bir yolak tarafından düzenleniyor olabileceğini göstermiş olduk. 

 

SKBr3 ve MDA-MB-468 HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış shHIF-2 ve shHIF-3 

gruplarında hipoksi uygulaması sonrası normoksiye kıyasla eş zamanlı qRT-PCR 

sonuçlarında istatistiksel açıdan önemli düzeyde TRIM29 değişimi gözlenmiştir. Aynı 

gruplar için western blot sonuçlarında TRIM29 protein ekspresyonunda küçük oranlarda 

artış belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.66, 4.67 ve 4.68). İki hücre grubunda kontrol ve shHIF 

grupları için, normoksi ve hipoksi koşullarındaki TRIM29 reporter aktivitesi, TRIM29 

reporter assay plazmidi kullanılarak analiz edilmiştir. Kontrol grubunda hipoksik 

koşullarda normoksiye kıyasla TRIM29 reporter aktivitesinin arttığı tespit edilmiştir. 

shHIF gruplarında ise normoksi durumunda kontrol grubuna kıyasla TRIM29 aktivitesi 

azalırken, hipoksi uygulaması sonrası bu grupların TRIM29 reporter aktivitesinde 

istatistiksel açıdan önemli bir artış belirlenememiştir (Bkz. Şekil 4.69 ve 4.70). HIF-1α 

inaktivasyonu sağlanmasına karşın TRIM29 ekspresyonundaki küçük fakat istatistiksel 

açıdan önemli bu artışın nedeni hücrede hala daha aktif olarak bulunan ATM proteini 

olabilir. Ayrıca eş zamanlı qRT-PCR sonuçları incelendiği zaman küçük oranlarda HIF-

1α mRNA ekspresyonunun arttığı gözlenmiştir. Artan küçükte olsa mRNA ekspresyonu 

HIF-1α protein miktarını arttırmış ve TRIM29 ekspresyonu bu yolla artmış olabilir. 

Bizim çalışmamız ile SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde hipoksik HIF-1α ve 

TRIM29 artışı için ATM gerekliliğini göstermiş olduk. Aynı hücre gruplarında hipoksik 

TRIM29 artışı için HIF-1α gerektiğini ayrıca bu bağlantıda ATM proteininin etkisinin 

daha yüksek olduğunu göstermiş olduk.  

 

HIF-1 aktivitesinin, HIF-1α proteininin post-translasyonel kontrolü yoluyla 

sağlandığı bilinmektedir (Huang vd 1998). Hipoksik HIF-1α ve TRIM29 artışının 

SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde transkripsiyonel seviyede mi yoksa translasyonel 

seviyede mi kontrol edildiğini araştırmak istedik. Hücrelere protein ve mRNA sentez 

inhibitörleri uygulandı ve hipoksi uygulaması sonrası western blot analizi yapıldı. HIF-

1α mRNA ekspresyonunun durdurulması, HIF-1α protein miktrarının hipoksi boyunca 

artışına herhangi bir etkisinin olmadığını meme kanseri hücrelerinde gösterdik. Protein 

ekspresyonunun durdurulmasının ise mRNA sentezi devam etse dahi hipoksi 

uygulaması sonrası HIF-1α protein varlığını engellediğini gözlemledik. TRIM29 

ekspresyon artışının ise hem transkripsiyonel hem de translasyonel aşamada kontrol 

edildiğini göstermiş olduk. Hipoksi uygulaması sonrası TRIM29 protein ekspresyonu 

artışı için hem mRNA hem de protein ekspresyonu gerektiğini belirlemiş olduk (Bkz. 

Şekil 4.71 ve 4.72).  

 

Bu aşamaya kadar elde ettiğimiz verileri özetleyecek olursak ATM HIF-1α’yı 

iki farklı şekilde etkilemektedir. Bunlardan birincisi normoksi koşullarında bazal HIF-

1α mRNA ekspresyonu için ATM gerekmektedir. İkincisi ise hipoksik koşullar altında 
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HIF-1α mRNA ve protein ekspresyonu artışı için ATM proteini varlığına ihtiyaç vardır. 

Ayrıca normoksi koşullarında ATM proteinini HIF-1α mRNA ekspresyonu NF-B 

aracılığı ile yapmaktadır. Bunun yanında HIF-1α aracılı TRIM29 ekspresyonu artışında 

ATM proteini aktivasyonu şarttır. Bu çalışmamız ATM proteininin normoksi 

koşullardaki görevlerinin yanı sıra hipoksinin oluşturduğu hücresel yanıtlarda da görev 

alabileceğini işaret etmektedir. 

 

Büyüyen bir tümör içerisinde oluşan hipoksik kısımlara (oksijen varlığının kısıtlı 

olduğu tümör bölgeleri) karşı hücresel yanıt (anjiogenetik uyarılar) ileri tümörijenik ve 

metastatik değişimleri tetikler. Artmış HIF-1α birçok kanser türünde belirlenmiştir 

(Semenza 2010). Hipoksik koşullarda HIF-1α, VEGF (Buchler vd 2003) ve SDF-1 

(Ceradini vd 2004) gibi damar gelişimini tetikleyen genlerin ekspresyonunu uyarır. 

Önceden bahsedildiği üzere idrar kesesi, kolorektal, akciğer ve pankreas kanserinin 

içinde bulunduğu bazı kanserlerde TRIM29 ekspresyon artışı daha agresif bir oluşum ile 

ilişkilidir. Bunun aksi yönde ise Nacht vd (1999) primer meme tümörlerinin yaklaşık 

%50’sinin, normal meme dokusuna kıyasla 10 kat daha az miktarda TRIM29 eksprese 

ettiğini göstermişlerdir. Liu vd (2012a) ve Ai vd (2014) azalmış TRIM29 

ekspresyonunun daha agresif meme kanseri ile ilişkili olduğunu bildirmişlerdir. Bu 

bulgular TRIM29’un köken aldığı kanser türüne göre onkogen ya da tümör baskılayıcı 

olarak davranabileceğini göstermektedir.  

 

Çalışma kapsamında en son basamak olarak TRIM29-TWIST1 arasındaki 

doğrudan ilişkiyi araştırdık. Azalan TRIM29 ekspresyonunun, artmış TWIST1 

ekspresyonunu işaret etmesi ve Ai vd (2014) tarafından açıklanan TRIM29, TWIST1 

ilişkisinden yola çıkarak bu bağlantıyı yeniden test ettik. SKBr3 ve MDA-MB-468 

meme kanseri ve HMEC meme epiteli hücresinde TRIM29 inaktivasyonu sonrası 

TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun arttığını gözlemledik (Bkz. Şekil 4.73, 

4.74, 4.75 4.76 ve 4.77). TRIM29 inaktif hücrelerde ayrıca TWIST1 reporter 

aktivitesinin de arttığı belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.78). TWIST1 azalışının TRIM29 

üzerine nasıl etki edeceğini görmek için TWIST1 inaktivasyonu sağlandı ve takibinde 

hem TRIM29 mRNA hem de protein ekspresyonunun arttığı belirlendi (Bkz. Şekil 4.79 

ve 4.80). Uyarılmış TRIM29 ve TWIST1 artışının gen ekspresyonları üzerine etkisini 

araştırmak için SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde rekombinant olarak hem 

TRIM29 hem de TWIST protein ekspresyonu artışı sağlandı. Uyarılmış TRIM29 

protein ekspresyonu artışını takiben TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun 

düştüğü belirlendi (Bkz. Şekil 4.81 ve 4.82). Diğer taraftan uyarılmış TWIST1 protein 

ekspresyonu artışını takiben TRIM29 mRNA ve protein ekspresyonunun azaldığı 

belirlendi (Bkz. Şekil 4.83 ve 4.84).  

 

TWIST1 bHLH transkripsiyon ailesi üyesidir ve farklı tümör hücrelerinde 

ifadesinin arttığı bilinmektedir. Bu transkripsiyon ailesinin üyeleri kanserleşme 

sürecinde epiteliyal mezenkimal dönüşümü tetiklerler. Bu nedenle artmış TWIST1 

ekspresyonu metastatik fenotip ile ilişkilidir (Yang vd 2004). Bizim çalışmamızda 

azalan TRIM29 ifadesinin TWIST1 ekspresyonunu arttırdığını göstermektedir. Artan 

TWIST1 varlığının EMT belirleyici genlerin ekspresyonunu nasıl etkilediğini görmek 

için TRIM29 inaktivasyonu sağlanan hücrelerde E-kaderin, N-kaderin, EpCAM ve 

Vimentin genlerinin ekspresyonu test edildi. Artmış Vimentin ve N-kaderin 

ekspresyonu, meme kanserinin de arasında bulunduğu birçok kanser türünde 
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belirlenmiştir (Nakajima vd 2004, Satelli ve Li 2011). E-kaderin normal epiteliyal 

hücrelerde eksprese edilir ve hücre-hücre bağlantısının düzenlenmesinde görev alır. E-

kaderin ekspresyonunun lobüler tip tümörlerde azaldığı gösterilmiştir (Singhai vd 

2011). EpCAM hücre-hücre bağlantısında görev alan diğer bir adhezyon proteindir ve 

epiteliyal birçok kanser türünde ifadesinin arttığı bildirilmiştir (Osta vd 2004).  

 

Bizim çalışmamızda SKBr3 hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonu sonrası 

Vimentin ve N-kaderin mRNA ekspresyonunun arttığı, EpCAM mRNA 

ekspresyonunun ise azaldığı belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.85). Bu hücre hattında E-

kaderin mRNA ekspresyonu tespit edilememiştir. MDA-MB-468 hücrelerinde TRIM29 

inaktivasyonu sonrası Vimentin mRNA ekspresyonu artarken, E-kaderin ve EpCAM 

mRNA ekspresyonunun azaldığı belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.86). MDA-MB-468 

hücrelerinde N-kaderin mRNA ekspresyonu tespit edilmemiştir. HMEC hücrelerinde 

TRIM29 inaktivasyonu sonrası Vimentin ve N-kaderin mRNA ekspresyonu artmış, 

EpCAM ve E-kaderin mRNA ekspresyonu ise azalmıştır (Bkz. Şekil 4.87). Bu sonuçlar 

TRIM29 inaktivasyonunun kanser hücrelerinin metastatik özelliklerini arttırdığını ve 

normal epitel hücresinin ise epiteliyal mezenkimal dönüşüme uğradığını göstermektedir. 

Burada ilginç olarak TRIM29 inaktivasyonunun EpCAM ekspresyonunu azaltmasıdır. 

Metastatik meme kanserinde artmış EpCAM ifadesi iyi şekilde tanımlanmıştır (Osta vd 

2004). TRIM29 inaktivasyonunu takiben bu gen ifadesinin artması beklenirken 

azalmıştır. Bu sebeple konunun daha ileri düzeyde araştırılması gerektiğini 

düşünmekteyiz.  

 

Önceden de bahsettiğimiz üzere TRIM29 ekspresyonuna sahip hücrelerde 

hipoksik koşullar altında TWIST1 ekspresyonunun değişmediğini belirledik. Bu 

durumun sebebinin TRIM29 mu yoksa başka bir yolak mı olduğunu anlamak için 

SKBr3 hücrelerinde TRIM29 geni mutasyonu lentiCHRISPRv2 aracılığı ile 

gerçekleştirilip bu hücreler ile birlikte en iyi TRIM29 inaktivasyonu sağlanan 

shTRIM29 grubu hipoksiye maruz bırakıldı. TWIST1 mRNA ve protein 

ekspresyonunun hem lentiCHRISPTv2 grubunda hem de shTRIM29 grubunda arttığı 

belirlendi (Bkz. Şekil 4.88, 4.89, 4.90 ve 4.91). Bu bulgular bize TRIM29’un hipoksi 

tarafından uyarılan TWIST1 artışını engellediğini göstermektedir. 

 

Tez kapsamında ATM, HIF-1α ve TRIM29 inaktivasyonu sağlanan hücrelerde 

gözle görülen büyüme değişimlerini test etmek için MTT analizi yapılmıştır. ATM ve 

HIF-1α inaktivasyonu sağlanan SKBr3, MDA-MB-468 kanseri hücreleri ile HMEC 

meme epiteli hücresinde hücre büyüme hızları düşmüştür (Bkz. Şekil 4.92 ve 4.93). Bu 

üç hücre grubunda TRIM29 inaktivasyonu sonrası hücre bölünme hızları artmıştır (Bkz. 

Şekil 4.94). Bu veriler ATM ve HIF-1α’nın hücre bölünmesi ve büyümesi için gerekli 

birçok yolak ile bağlantısından dolayı hücrelerin olduğundan daha yavaş bölünmelerine 

yol açtığını göstermektedir. TRIM29’un ise meme kanseri ve normal meme epiteli 

hücrelerinde, hücre büyümesinin kontrolünde önemli olduğunu göstermektedir. 

 

Ye vd (2007) meme kanserli bireylerde azalmış ATM mRNA ekspresyonunun 

düşük hayatta kalma olasılığı ile bağlantılı olduğunu bildirmiştir. Liu vd (2012a) düşük 

TRIM29’un daha agresif tümör özellikleri ile bağlantılı olduğunu belirtmişlerdir. 

Galvan vd (2014) kolorektal kanserde artmış TWIST1 ekspresyonuna sahip hastalarda 

yaşam süresinin kısaldığını göstermişlerdir. Bu çalışmada Kaplan-Meier internet 
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sitesindeki 2015 güncel verileri kullanılarak ATM, TRIM29 ve TWIST1 ekspresyonu 

değişimlerinin meme kanseri hastalarında hayatta kalma sürelerini nasıl etkilediğini 

inceledik. Meme kanseri hastalarında azalmış ATM ve TRIM29 ekspresyonunun daha 

kısa hayatta kalma ile ilişkili olduğunu gösteren grafikleri elde ettik (Bkz. Şekil 4.95 ve 

4.96). Diğer taraftan meme kanseri hastalarında artmış TWIST1 ekspresyonunun daha 

kısa yaşam süresi ile ilişkili olduğu sonucunu grafik ile gösterdik (Bkz. Şekil 4.97).  

 

ATM, NF-B, HIF-1α ve TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış bütün hücrelerin 

mikroskobik fotoğrafları çekildi. ATM, NF-B ve HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış 

hücrelerin fenotipinde bir değişim gözlenmedi (Bkz. Ek-2, 3 ve 4). TRIM29 

inaktivasyonu sonucu ise hücrelerin fenotipinin değiştiğini belirledik (Bkz. Ek-5). Bu 

durum TRIM29 inaktivasyonu sonucu değişen Vimentin, E-kaderin, N-kaderin ve 

EpCAM gibi EMT belirteçlerinin etkisi sonucu ortaya çıkmış olabilir.  

 

Meme kanseri ve diğer kanser çeşitleri için hedef odaklı tedavi yöntemleri 

geliştirilmektedir. Biyolojik tedavi yöntemlerinde kanserli hücrelerin gen aktivasyonu 

profillerinin bilinmesi önemlidir. Bu sebeple farklı kanser türlerindeki, kanserli 

hücreleri diğer hücrelerden ayıran özelliklerin ortaya çıkarılması kanser çalışmalarının 

temelini oluşturur. Ayrıca ortaya çıkarılan her bir yeni büyüme faktörü reseptörü, tümör 

baskılayıcı gen ve bunların bağlantı kurduğu diğer protein ve genler hakkındaki bilgi 

birikimi yeni fikirler ve yeni ilaçlar geliştirilmesine olanak sağlayacaktır. 

 

Çalışmamızda meme kanseri için tümör baskılayıcı protein olduğu düşünülen 

ATM ve TRIM29 arasındaki bağlantı meme kanseri ve meme epiteli hücrelerinde 

karşılaştırmalı olarak gösterilmiştir. Ayrıca birçok kanser türünde aşırı ekspresyona 

uğrayan TWIST1 geninin bu iki tümör baskılayıcı gen ile ilişkisi araştırılmıştır. 

Yaptığımız çalışmanın meme kanseri ile mücadelede, hedef odaklı tedavi süreçlerine 

yarar sağlayacağını düşünmekteyiz.  
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6. SONUÇ 

 

Bu çalışma kapsamında; 

 

1. MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435, T47-D, MCF-10, 

HMEC, SKBr3 ve BT-549 hücrelerinde TRIM29 gen ekspresyon seviyeleri 

saptandı.  

 

2. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde bazal seviyede HIF-1α ve 

TRIM29 mRNA ekspresyonu için ATM protein kinazın varlığının gerekli 

olduğu gösterildi. TRIM29 protein ekspresyonu için ATM gerekliliği 

belirlendi. MDA-MB-231 hücrelerinde bazal seviyede HIF-1α ekspresyonu 

için ATM gerekliliği gösterildi. TWIST1 ekspresyonu kontrolünün ATM 

kontrolünde TRIM29 aracılığı ile yapıldığı belirlendi. ATM aktivite 

kaybının TRIM29 eksprese eden hücrelerde TWIST1 ekspresyonunu 

arttırdığı, TRIM29 eksprese etmeyen hücrelerde ise ATM inaktivasyonunun 

TWIST1 ekspresyonu üzerine bir etkisi olmadığı gösterildi. 

 

3. TRIM29 proteininin SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde IR 

tarafından oluşturulan hücresel strese karşı herhangi bir değişime uğramadığı 

belirlendi.  

 

4. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde bazal seviyede HIF-1α ve 

TRIM29 ekspresyonu için NF-B proteininin işlevsel olması gerektiği 

gösterildi. NAC kullanılarak azaltılan hücresel stresin HIF-1α ve TRIM29 

ekspresyonunu azalttığı belirlendi. 

 

5. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde ATM’den bağımsız olarak 

azalan HIF-1α ekspresyonunun, bazal TRIM29 mRNA ve protein 

ekspresyonunu azalttığı belirlendi. TRIM29 ifadesine sahip hücrelerde, HIF-

1α aktivite kaybının TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunu arttırdığını 

bunun aksine TRIM29 ifade etmeyen hücrelerde HIF-1α ekspresyonunda 

azalmayı takiben TWIST1 mRNA ekspresyonunun azaldığı gösterildi. 

 

6. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde hipoksik koşullar altında 

artan HIF-1α ekspresyonunu takiben TRIM29 mRNA ve protein 

ekspresyonunun arttığı belirlendi. Hipoksik koşullarda TWIST1 

ekspresyonunun, TRIM29 eksprese eden hücrelerde değişmediği gösterildi. 

TRIM29 eksprese etmeyen hücrelerde TWIST1 mRNA ve protein 

ekspresyonunun hipoksik koşullarda arttığı gösterildi. 

 

7. SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hücrelerinde hipoksik TRIM29 

mRNA ve protein ekspresyonu artışının ATM ve HIF-1α bağımlı olarak 

gerçekleştiği belirlendi. HIF-1α reporter aktivitesinin hipoksik koşullarda 

ATM proteinine bağımlı olduğu gösterildi. Hipoksik CAIX artışının 

ATM’den bağımsız, HIF-1α’ya bağımlı olarak gerçekleştiği belirlendi. 
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8. SKBr3 ve MDA-MB-468 hücrelerinde farklı zamanlarda hipoksi 

uygulamasının TRIM29 ve HIF-1α’nın mRNA ve protein ekspresyonunu 

nasıl etkilediği gösterildi. TWIST1 mRNA ekspresyonunun TRIM29 

eksprese eden meme kanseri hücrelerinde farklı zamanlı uygulanan 

hipoksiden nasıl etkilendiği gösterildi. 

 

9. Hipoksik TRIM29 ekspresyon artışının hem transkripsiyonel hem de 

translasyonel seviyede kontrol edildiği gösterildi. 

 

10. TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunun SKBr3, MDA-MB-468 ve 

HMEC TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış hücrelerde arttığını, buna paralel 

olarak azalmış TWIST1 ekspresyonunun da TRIM29 mRNA ve protein 

ekspresyonu artışını sağladığı gösterildi. Uyarılmış TRIM29 aktivasyonunun 

TWIST1 mRNA ve protein ekspresyonunu baskıladığı yine buna paralel 

olarak uyarılan TWIST1 aktivasyonunun TRIM29 mRNA ve protein 

ekspresyonunu baskıladığı gösterildi. 

 

11. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde TRIM29 inaktivasyonu 

sonrası EMT belirteç genleri olarak bilinen Vimentin, E-kaderin, N-kaderin 

ve EpCAM ekspresyonlarının değiştiği gösterildi. TRIM29 

inaktivasyonunun bu hücrelerde malin fenotipi tetiklediği belirlendi. 

 

12. SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hücrelerinde, ATM ve HIF-1α 

inaktivasyonlarının bu hücrelerin büyüme hızını azalttığı belirlendi. Aynı 

hücre gruplarında TRIM29 inaktivasyonunun ise hücrelerin bölünme hızını 

arttırdığı belirlendi.  

 

13. Azalmış ATM ve TRIM29 düzeyinin meme kanseri hastalarının hayatta 

kalma sürelerini kısalttığı belirlendi. Bunun aksine azalmış TWIST1’in ise 

meme kanseri hastalarının hayatta kalma sürelerini uzattığı belirlendi. 
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8. EKLER 

 

Ek-1. Çalışma kapsamında kültüre edilen hücrelerin mikroskobik görüntüleri  
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Ek-2. ATM inaktivasyonu sağlanmış hücrelerin mikroskobik görüntüleri 
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Ek-3. NF-B inaktivasyonu sağlanmış hücrelerin mikroskobik görüntüleri 
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Ek-4. HIF-1α inaktivasyonu sağlanmış hücrelerin mikroskobik görüntüleri 
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Ek-5. TRIM29 inaktivasyonu sağlanmış hücrelerin mikroskobik görüntüleri 
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Ek-6. HIF-2α inaktivasyonu sonrası TRIM29 mRNA ekspresyonu değişimini gösteren 

RT-PCR sonuçları 
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